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Resumen 
 
Las proteínas que unen ácidos grasos de intestino (IFABP) e hígado 
(LFABP), son proteínas homólogas que se coexpresan en altos niveles en el 
citosol de células del epitelio intestinal. Ambas proteínas poseen una estructura 
típica que consta de 10 cadenas beta antiparalelas empaquetadas formando un 
barril beta levemente elíptico y dos segmentos alfa-helicoidales cortos que 
formarían parte de un pequeño portal en la parte superior del barril. Pese a que 
estas dos proteínas presentan una estructura tridimensional muy similar, 
poseen un bajo nivel de homología en su estructura primaria. 
Si bien tanto IFABP como LFABP son capaces de unir ácidos grasos, 
presentan una serie de diferencias en cuanto al número de sitios de unión, tipo 
de ligandos y afinidad por los mismos. Por otra parte, estas proteínas emplean 
diferentes mecanismos de transferencia de ácidos grasos hacia membranas. 
La transferencia de ácidos grasos desde IFABP ocurre durante una interacción 
colisional entre la proteína y la membrana aceptora, mientras que LFABP 
transfiere los ácidos grasos mediante un mecanismo mediado por difusión 
acuosa. Más aún, se ha demostrado que el dominio α-helicoidal de IFABP 
desempeña un rol crítico en la determinación de mecanismo de transferencia 
de los ácidos grasos de tipo colisional. Tomando como base estas diferencias 
estructurales, de unión y de cinética de transferencia del ligando, se ha 
propuesto que I- y LFABP tendrían funciones diferentes dentro del enterocito, 
tal vez contribuyendo al transporte diferencial y compartimentación de los 
lípidos. 
Con la finalidad de contribuir al descubrimiento de las funciones 
específicas de I- y LFABP en el enterocito, en este proyecto se han abordado 
los siguientes objetivos específicos: a) Analizar la unión, partición de equilibrio 
entre proteína y membrana, velocidades y mecanismos de transferencia de 
diversos ligandos naturales desde LFABP hacia vesículas artificiales. b) 
Analizar la interacción física de la región portal de IFABP con la bicapa 
fosfolipídica y determinar qué factores modulan dicha interacción.  
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LFABP presenta características particulares dentro de la familia de las 
FABPs. Puede unir más de un ácido graso de cadena larga y, además, es 
capaz de ligar una variedad de ligandos hidrofóbicos como Acil-CoAs, 
monoglicéridos y sales biliares, entre otros. A su vez, como ya ha sido 
mencionado, presenta un mecanismo “difusional” de transferencia de análogos 
fluorescentes de ácidos grasos hacia membranas. Mediante el empleo de 
mutantes puntuales de triptófano de LFABP, cuya intensidad de emisión 
fluorescente es sensible a la unión del ligando, nos ha sido posible medir 
directamente la afinidad de unión, la partición de equilibrio y la transferencia 
hacia membranas modelo de ligandos naturales, en lugar de los análogos 
fluorescentes utilizados hasta el momento.  
Los resultados de unión de ligandos naturales a LFABP muestran que, 
mientras los ácidos grasos se unen a través de un mecanismo cooperativo, sus 
respectivos acil-CoAs presentan un comportamiento hiperbólico no cooperativo. 
Respecto a la partición de equilibrio entre la proteína y membranas 
fosfolipídicas, los ácidos grasos saturados parecen tener una mayor partición 
hacia la fase proteica respecto a la fase lipídica comparada con los ácidos 
grasos insaturados. En cuanto a la cinética de transferencia de los ligandos 
naturales, éstos muestran velocidades doscientas veces más rápidas que las 
halladas para los análogos fluorescentes. Cabe destacar que el oleoil-CoA 
presenta un comportamiento de transferencia marcadamente distinto al resto 
de los ligandos estudiados, probablemente indicando la posibilidad de LFABP 
de orientar distintos ligandos hacia diferentes destinos metabólicos. 
Por otro lado, se ha propuesto que la transferencia de los ácidos grasos 
desde IFABP hacia vesículas ocurre mediante interacciones proteína-
membrana. En este trabajo, hemos analizado la profundidad de penetración de 
la proteína IFABP en la bicapa lipídica. Para ello, se han construido una serie 
de mutantes puntuales de triptófano de IFABP ubicados estratégicamente en la 
región portal. Empleando ensayos de quenching de la fluorescencia del 
triptófano de los mutantes puntuales por vesículas construídas con lípidos 
brominados, en los cuales el bromo se ubica en distintas posiciones dentro de 
la bicapa lipídica, se puede determinar la profundidad a la cual se localiza el 
residuo de triptófano en la membrana. También se analizó como esta 
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interacción IFABP-membrana es afectada por la carga negativa superficial de la 
membrana y por la fuerza iónica del medio.   
 Los resultados muestran claramente que la región portal de IFABP es el 
dominio de unión a membrana y que las cargas negativas de la superficie de 
las vesículas y las positivas superficiales de la proteína son importantes para 
establecer el “complejo colisional” proteína-membrana. De esta manera, las 
interacciones electrostáticas entre IFABP y las membranas jugarían un rol 
primordial en la formación del complejo, seguidamente, interacciones 
hidrofóbicas, mediarían la inserción parcial de la proteína en la fase lipídica. 
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Introducción 
 
1. Los lípidos en la naturaleza 
 
Los lípidos son un grupo de compuestos químicamente diverso, cuya 
característica general es su escasa solubilidad en agua. Este heterogéneo 
grupo de compuestos hidrofóbicos cumple las más diversas funciones. 
Mientras que las grasas y aceites (triglicéridos, TG) son la principal reserva de 
energía de tejidos animales y vegetales respectivamente, los fosfolípidos (PL) 
cumplen un rol estructural como la formación de membranas biológicas. Los 
esteroles también forman parte de las membranas biológicas y, a su vez, 
funcionan como cofactores de transcripción, hormonas y agentes 
emulsionantes en el tracto digestivo (sales biliares). Otros lípidos cumplen roles 
cruciales como cofactores de enzimas (grupo hemo, porfirinas), 
transportadores de electrones (quinonas), pigmentos fotosensibles (clorofilas, 
xantonas y carotenos), “chaperonas” de proteínas de membrana y segundos 
mensajeros (derivados de ácidos grasos poli-insaturados y fosfolípidos).  
Otras funciones de los lípidos incluyen el aislamiento térmico, eléctrico y 
mecánico de estructuras celulares o subcelulares; la lubricación e 
impermeabilización de superficies. También actúan como antioxidantes 
naturales, detergentes, pigmentos, feromonas y hasta participan en la 
flotabilidad de algunos organismos. Si bien las funciones y ejemplos de lípidos 
descriptos anteriormente son los más conocidos, estudios recientes muestran 
que el papel de los mismos en la fisiología celular es mucho más amplio. En 
particular, vale la pena resaltar que recientemente se ha observado que 
algunos lípidos cumplen funciones como moduladores de factores de 
transcripción de genes relacionados con el metabolismo lipídico. La cantidad de 
moléculas lipídicas con reconocida función de mensajeros químicos ha crecido 
notablemente en los últimos años. Así, distintos tipos de lípidos, tales como los 
lisofosfolípidos, esfingolípidos y ácidos grasos (FA) o sus derivados, intervienen 
en procesos celulares tan diversos como la regulación del metabolismo, la 
diferenciación, la proliferación, la senescencia y la muerte celular, la 
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inmunomodulación, la angiogénesis y la vasoconstricción, entre otros (Duplus 
et al., 2000; Chawla et al., 2001; Funk et al., 2001; Hla et al., 2001; Merrill et al., 
2002; Hannun et al., 2002; Cao et al., 2008; Vallim et al., 2010). Así, los 
mensajeros lipídicos resultan fundamentales para la correcta coordinación de 
los procesos celulares, orgánicos y sistémicos. 
Todos los ácidos grasos son indispensables en los animales, pero 
especies como el linoleico (18:2 n6) y el α-linolénico (18:2 n3) son además 
esenciales porque no pueden ser sintetizados en animales a partir de 
compuestos simples. Los mismos deben ser tomados de la dieta y son 
utilizados como precursores para la generación de otros ácidos grasos de gran 
importancia mediante reacciones de desaturación y elongación de la cadena 
carbonada. 
Sin embargo, la baja solubilidad de los lípidos representa un 
inconveniente central que la célula debe sortear, ya que dificulta la movilidad, el 
intercambio y la interconversión de los mismos, fenómenos necesarios para 
que los lípidos puedan cumplir tan diversas funciones. Así, las células expresan 
un conjunto de proteínas que unen lípidos y son capaces de reconocerlos, 
transportarlos y transformarlos.  
 
 
 
2. Proteínas que unen lípidos (LBP) 
 
Numerosos sistemas biológicos dependen del transporte de distintos 
tipos de lípidos a través de sistemas acuosos para llevar a cabo diversas 
funciones. Considerando la poca solubilidad de los mismos en agua, a lo largo 
de la evolución han surgido una gran variedad de proteínas que facilitan el 
transporte de dichas sustancias. 
En los vertebrados, distintos órganos y tejidos como el hígado, tejido 
adiposo, músculo cardíaco y esquelético presentan rutas metabólicas que 
demandan un importante transporte de lípidos, especialmente ácidos grasos. 
Los ácidos grasos son transportados entre tejidos, vía torrente sanguíneo, o 
entre distintos compartimentos citosólicos en el interior celular. Algunos de los 
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procesos intracelulares que involucran transporte de lípidos incluyen, por 
ejemplo, la absorción intestinal de ácidos grasos provenientes de la dieta, su 
almacenamiento y movilización como triglicéridos en adipocitos, producción de 
energía de la β-oxidación de los ácidos grasos, la incorporación de los mismos 
en lípidos más complejos como fosfolípidos y ésteres de colesterol, acilación de 
proteínas específicas, y la función de los ácidos grasos como señales 
intracelulares (Glatz et al., 1996; Bu et al., 2009).  
Se han identificado numerosas proteínas que pueden unir no covalente y 
reversiblemente ácidos grasos, con la finalidad de mejorar su escasa 
solubilidad en sistemas acuosos y, por ende, facilitar su transporte. Dicho grupo 
está compuesto por proteínas que transportan ácidos grasos tanto en el 
espacio extracelular como intracelular.  
 
 
2.1. Proteínas que unen ácidos grasos extracelulares 
 
En el plasma sanguíneo y en los fluidos intersticiales de mamíferos, la 
albúmina es la proteína que transporta los ácidos grasos no esterificados. La 
misma ha sido cristalizada en varias conformaciones con distintos ligandos 
unidos y se sabe que une no sólo FA sino también una gran variedad de 
drogas y demás lípidos (Glatz et al., 1996; Zunszain et al., 2003; Cupp et al., 
2004; Black et al., 2008). Sin embargo, en el plasma también están presentes 
una gran variedad de proteínas específicas que unen hormonas lipídicas como 
la proteína que une testosterona (TBP), la proteína que une estrógeno (EBP) o 
la proteína que une progesterona (PBP), para mencionar sólo unos pocos 
ejemplos.  
El transporte de triacilglicéridos y ésteres de colesterol se lleva a cabo 
bajo la forma de estructuras especializadas denominadas lipoproteínas. Las 
lipoproteínas son partículas con un centro altamente hidrofóbico y una 
superficie externa relativamente hidrofílica. Una partícula lipoproteica típica, 
consiste en un centro de triacilgliceroles y ésteres de colesterol y una cubierta 
de fosfolípidos y colesterol libre. Cada partícula lipoproteica está asociada con 
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una o más moléculas proteicas, las apolipoproteínas que se encuentran en su 
superficie.  
 
 
2.2. Proteínas de membrana que unen lípidos 
 
Originalmente se creía que la entrada de los ácidos grasos de cadena 
larga a las células eucariotas se producía por difusión simple a través de la 
membrana plasmática. Actualmente existe amplia evidencia que demuestra la 
existencia de un mecanismo saturable de incorporación de ácidos grasos de 
cadena larga en distintos tejidos, que coexistiría con la difusión simple de los 
ácidos grasos (Stahl et al., 2001). Asimismo, se han identificado varias de las 
proteínas responsables de este transporte a través de membrana. Se han 
caracterizado al menos tres grupos de proteínas receptoras y transportadoras 
de ácidos grasos existentes en membranas: Las proteínas que unen ácidos 
grasos de membrana plasmática (PM-FABP) (Stremmel et al., 1985), las 
translocasas de ácidos grasos (FAT/CD36) (Abumrad et al., 1981) y las 
proteínas transportadoras de ácidos grasos (FATP) (Schaffer et al., 1994). Sin 
embargo, más recientemente, éste último grupo se asocia más a estructuras 
microsomales y no sólo a membrana plasmática, pero son capaces de trastocar 
a membrana bajo ciertos estímulos (Stahl et al., 2002; Gimeno et al., 2003).  
 
 
2.3. Proteínas citosólicas que unen ácidos grasos (FABP) 
 
La naturaleza intrínseca de los compuestos lípidicos, requiere de la 
presencia de un conjunto de proteínas solubles que los unan y faciliten su 
movilización entre distintos compartimientos subcelulares, rutas metabólicas o 
el sitio de almacenamiento (gotas de lípidos) en un entorno acuoso como el 
citoplasma. Éste es el rol asignado comúnmente a las proteínas solubles que 
unen lípidos (SLBP) intracelulares sin las cuales muchos de los procesos 
metabólicos en los sistemas biológicos no serían posibles. Ejemplos 
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prominentes son las proteínas que unen ácidos grasos (FABP, del inglés Fatty 
Acid Binding Proteins) (Storch et al., 2008), la proteína que une acil-CoA 
(ACBP, del inglés Acyl-CoA Binding Protein) (Kragelund et al., 1999), las 
proteínas transportadoras de lípidos no específicas (nsLTP, non-specific Lipid 
Transfer Proteins) (Kader et al., 1996), la proteína transportadora de esteroles 
tipo 2 (SCP2, Sterol Carrier Protein-2) (Edqvist J. et al., 2006), y una familia de 
proteínas llamadas CRAL_TRIO, que incluye a la proteína transportadora de 
fosfatidilinositol de levadura (Sec14) y la proteína transportadora de tocoferol 
(TTP) (Schaaf et al., 2008; Morley et al., 2008). Recientemente se han 
reportado nuevas proteínas de helmintos que se incluirían en el conjunto de 
familias de las SLBP. Algunas pertenecen a la familia de las FABP, pero 
además se han identificado al menos dos nuevas familias con motivos 
estructurales y especificidad de ligandos exclusivos. 
Las proteínas que unen ácidos grasos (FABP) son miembros de una 
familia multigénica que codifican para la expresión de proteínas citosólicas 
pequeñas (14-15 kD) que unen ácidos grasos intracelulares (Vogel Hertzel et 
al., 2000). Desde su primer hallazgo en 1972 (Ockner et al., 1972) hasta la 
actualidad se han sumado numerosos representantes de esta familia 
pertenecientes a distintos grupos del reino animal. Es importante destacar que 
las proteínas que unen retinol (CRBP) y ácido retinoico (CRABP) están 
estrechamente relacionadas con las FABP ya que presentan una estructura 
terciaria muy similar. Entre los miembros de ésta familia de proteínas se 
observa una elevada conservación de la estructura terciaria, aún con 
identidades de secuencia que llegan tan solo al 20% en algunos casos.  
 
 
2.3.1. Distribución tisular de las FABP 
 
La denominación original que se ha otorgado a las distintas proteínas de 
esta familia está relacionada con el tejido en el que originariamente fueron 
encontradas (Tabla I).  
Distintos miembros de la familia de las FABP han sido encontrados en 
todos los tejidos y son especialmente abundantes en aquellos con un alto 
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metabolismo lipídico. Hoy en día se sabe que la mayoría de los tejidos 
expresan varios tipos de FABP variando solamente en los niveles de expresión 
(Storch et al., 2010). Específicamente, LFABP se expresa en hepatocitos, 
enterocitos, colonocitos y células de los túbulos proximales del riñón. Por otra 
parte IFABP, que se expresa mayoritariamente en intestino, también se 
expresa en mucha menor proporción en hígado. De esta manera se pueden 
encontrar tipos celulares específicos, como el enterocito, que expresan más de 
un tipo de FABP. 
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Tabla I. Miembros de la familia de las FABP 
Gen Nombre 
Nombre 
original 
identific
ada en: 
Expresión 
Ligandos 
naturales 
fabp1 FABP1 LFABP Hígado 
Hígado, intestino, riñón, pulmón 
y páncreas (mamíferos) 
LCFA, acil-CoA, 
MG, LisoPL, sales 
biliares y grupo 
hemo.  
fabp2 FABP2 IFABP 
Intestino 
delgado 
Intestino, hígado (mamíferos) LCFA 
fabp3 FABP3 HFABP Corazón 
Músculo esquelético, corazón, 
cerebro, riñón, pulmón, 
glándulas adrenales y mamarias, 
testículos, ovarios y estómago 
(mamíferos) 
LCFA 
fabp4 FABP4 
AFABP 
o aP2 
Tejido 
adiposo 
Tejido adiposo, macrófagos, 
piel y placenta (mamíferos) 
LCFA 
fabp5 FABP5 
EFABP 
ó 
KFABP 
Piel 
Piel, tejido adiposo, pulmón, 
cerebro, corazón, músculo 
esquelético, retina, intestino, 
testículos, y riñón (mamíferos) 
LCFA 
fabp6 FABP6 
IBABP ó 
ILBP 
Intestino 
delgado 
Ileon, ovario (mamíferos) Sales biliares 
fabp7 FABP7 BFABP Cerebro 
Cerebro, células de la glia y 
retina (mamíferos) 
LCFA 
fabp8 FABP8 MFABP 
Células 
de la 
vaina de 
Mielina 
Cerebro y células de Schwan, 
bulbo olfativo, medula espinal. 
(mamíferos) 
LCFA 
fabp9 FABP9 TFABP Testículo 
Testículo, glándula salival y 
mamaria (mamíferos) 
LCFA 
fabp10 FABP10 LbFABP Hígado Hígado (peces y aves) 
LCFA, sales 
biliares, grupo 
hemo 
crbp1  CRBP-I  
Hígado, riñón, Testículo, retina, 
en menor medida en todos los 
otros tejidos, excepto Intestino 
Retinol, 
retinaldehido, ác. 
retinóico 
crbp2  CRBP-II  Intestino 
Retinol, 
retinaldehido, ác. 
Retinóico 
crbp3  CRBP-III  
Corazón, músculo esquelético, 
tejido adipocitos y glándulas 
mamarias  
Retinol, 
retinaldehido, ác. 
Retinóico 
Crabp  CRABP   Ácido Retinóico 
a 
Adaptado de Haunerland et al., 2004  y otros (Haunerland et al., 2004; Storch et al., 2008; 
Piantedosi et al., 2005; Li et al., 1996). 
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2.3.2. Estructura génica y evolución molecular 
 
La expresión de las FABP ha sido verificada sólo en especies del reino 
animal. Dentro de dicho reino, ha sido encontrada en especies pertenecientes a 
muchas clases de vertebrados (Santome et al., 1998) como en numerosos 
invertebrados pertenecientes a diferentes phyla (Haunerland et al., 1990; 
Carrizo et al., 2002; Alvite et al., 2001).  
Para la mayoría de las FABP, los genes han sido identificados y 
caracterizados. Todos ellos presentan una estructura génica muy similar, 
consistente en cuatro exones interrumpidos por tres intrones que varían su 
longitud pero presentan una posición similar dentro de la secuencia génica 
(Glatz et al., 1996). El hecho de presentar una estructura génica tan similar 
sugiere la existencia de un gen ancestral para las FABP; esta secuencia 
original habría dado orígen a la variedad de FABPs conocidas en la actualidad 
mediante el proceso de duplicación génica (Haunerland et al., 2004). Se ha 
propuesto que dicho gen ancestral habría surgido luego de la divergencia del 
grupo animal de aquellos de los hongos y las plantas; alrededor de 1.200-1.000 
millones de años atrás, y que el mismo codificaría para una proteína capaz de 
unir numerosos ligandos hidrofóbicos. A partir de este gen ancestral, las FABPs 
se habrían diversificado y especializado en su capacidad de unión de ligandos 
hidrofóbicos específicos, dando lugar a los distintos tipos de FABPs (Schaap et 
al., 2002). Esto da lugar a la idea de que la fuerza de selección podría haber 
sido, en parte, la necesidad de transportadores específicos para cada tipo de 
lípido.  
Considerando la estructura primaria, los miembros de esta familia 
muestran un moderado nivel de identidad de secuencia que varía entre un 20% 
y un 70% para un mismo organismo (Tabla II) (Banaszak et al., 1994). 
Asimismo, cada tipo de FABP presenta una alta identidad de secuencia 
aminoacídica con sus ortólogos aislados de otros organismos dentro del grupo 
de los vertebrados. Por ejemplo, la FABP3 o HFABP (FABP de Corazón) 
presenta un porcentaje de  identidad de secuencia de aminoácidos entre 85 y 
96% al comparar las ortólogas humana, bovina, murina y de rata; mientras que 
la identidad de secuencia entre FABP3 y FABP1 (LFABP o FABP de Hígado) 
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humanas es tan solo de un 27% (Santomé et al., 1998). La identidad de 
secuencia disminuye si se comparan las secuencias de los cDNA, pero se 
observa la misma relación entre la secuencia de nucleótidos. 
 
Tabla II. Identidad de secuencias de aminoácidos entre FABP a 
 AFABP MFABP KFABP HFABP IFABP LFABP CRBP-I 
AFABP 100 67 51 64 28 22 36 
MFABP  100 52 58 28 23 36 
EFABP   100 46 23 18 27 
HFABP    100 31 24 31 
IFABP     100 24 29 
LFABP      100 22 
CRBP-I       100 
a
 Los porcentajes fueron calculados en base a una longitud promedio de 132 aminoácidos. 
Adaptado de Banaszak et al., 1994. 
 
 
El análisis evolutivo de las secuencias de nucleótidos y aminoácidos 
(Huelsenbeck et al., 1997) de los miembros de las FABP de vertebrados ha 
dado como resultado un árbol filogenético en el cual se distinguen claramente 
cuatro grupos o clusters (Schaap et al., 2002). Estos grupos parecen reflejar la 
especificidad del tipo de ligando que unen los distintos miembros. El primer 
grupo está constituido por IBABP, LFABP y LbFABP, siendo sus principales 
ligandos LCFA, sales biliares, colesterol y grupo hemo. El segundo grupo 
incluye a las CRBP/CRABP y sus ligandos son los derivados de la vitamina A 
(retinol, ácido retinóico, etc.). El grupo más poblado es el que está compuesto 
por HFABP, AFABP, BFABP, KFABP, entre otros; y sus ligandos son 
principalmente LCFA, retinoides y eicosanoides. El último grupo está 
representado sólo por IFABP, que sólo presenta afinidad por un solo tipo de 
ligando, LCFA. Además, cabe destacar que la orientación de los FA es 
diferente dentro de cada cluster (Hamilton et al., 2004). Se estima que la 
primera duplicación del gen ancestral se habría producido aproximadamente 
hace 930 millones de años (Santomé et al., 1998) generándose los dos 
primeros grandes grupos de FABP; uno de ellos incluía a IFABP y las 
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relacionadas a LFABP. Se ha propuesto que la separación entre el grupo de 
LFABP e IFABP ocurrió aproximadamente 630 millones de años atrás, antes 
incluso del surgimiento del grupo de los vertebrados (Chan et al., 1985). 
 
 
2.3.3. Estructura general de las proteínas pertenecientes a la familia de las 
FABPs 
 
A pesar del amplio rango de identidad de secuencia que se observa 
entre los distintos miembros de la familia de FABP, la característica estructural 
principal de este grupo de proteínas es una estructura tridimensional muy bien 
conservada, que resulta prácticamente superponible. La misma consiste en 10 
cadenas  antiparalelas (nombradas desde A hasta J desde el extremo N-
terminal hacia el C-terminal) y dos α-hélices cortas que se ubican entre A y B 
(denominadas I y II) (Figura 1). Las 10 cadenas se agrupan en dos hojas 
β de 5 cadenas cada una, las cuales se enfrentan con una orientación casi 
perpendicular determinando una cavidad central. La unión entre las cadenas 
βA y βB es el motivo hélice-giro-hélice; el resto de las cadenas presentan giros 
entre sí. Todos estos elementos de estructura secundaria se pliegan en una 
estructura de un solo dominio con un radio de giro de 14 Ǻ (Banaszak et al., 
1994). 
 
 
 
 
 
 
Fig 1. Estructura común de las 
FABP. Modelo tridimensional de IFABP 
de rata basado en datos de 
cristalografía de Rayos-X en su forma 
holo (código pdb:1ICN). Se indica la 
nomenclatura de los elementos de 
estructura secundaria. 
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La cavidad de estas proteínas es muy inusual porque contiene un gran 
número de residuos hidrofílicos que se hallan involucrados en distintas redes 
de puentes salinos y puentes de hidrógeno. Existe un pequeño núcleo 
hidrofóbico que se haya desplazado del centro de la proteína. Aunque las 
secuencias no se conservan, la naturaleza hidrofóbica de los residuos en esta 
área se mantiene. Esta cavidad es bastante inaccesible para el solvente, 
cuando se analizan las estructuras cristalográficas de algunas FABP, las 
mismas presentan aperturas por las cuales se podría establecer un intercambio 
de moléculas de agua; pero ninguno de estos poros parece lo suficientemente 
grande como para dejar pasar un ácido graso (Banaszak et al., 1994).   
 
 
2.3.4. La hipótesis del “portal” 
 
Las FABP pueden unir uno o dos ligandos en una sola cavidad, la cual 
es aparentemente inaccesible desde el entorno acuoso. De esta observación 
surge la explicación para la entrada de los ligandos mediante un cambio 
conformacional de la proteína. La naturaleza de este cambio conformacional, 
sin embargo, es hasta el momento desconocida. Una posible explicación 
estaría dada por la hipótesis del “portal” (Hodsdon et al., 1997). 
La hipótesis del “portal” sugiere que la entrada del ácido graso en la 
cavidad de las FABP tiene lugar a través de un área dinámica, constituida por 
la hélice αII y residuos de los giros entre las cadenas βC y βD, y las cadenas 
βE y βF (Sacchetini et al., 1989; Friedman et al., 2006). Estudios comparativos 
de cristalografía de las formas apo- y holo-IFABP dieron como resultado que, si 
bien los esqueletos carbonados de ambas formas eran casi superponibles, la 
forma apo- se encuentra en un estado un poco más abierto al solvente que la 
forma holo- en la región portal (Scapin et al., 1992; Sacchettini et al., 1992). 
Estudios posteriores de las estructuras en solución, utilizando la técnica de 
NMR, permitieron observar que la forma apo-IFABP posee una región discreta 
de desorden en comparación con la forma holo-, siendo esta más pronunciada 
en la región C-terminal de α hélice II y el giro entre las cadenas C-D (Hodsdon 
et al., 1997). En base a estos resultados se postuló que apo-IFABP existe en 
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solución como una población heterogénea de formas localmente ordenadas y 
desordenadas en equilibrio (Hodsdon et al., 1997). 
Sin embargo, estudios recientes in silico por Dinámica Molecular han 
sugerido posibles mecanismos diferentes para la unión de los ligandos a las 
FABP. Estos proponen puntos de entrada a través de distintas regiones de la 
estructura de las FABP. Por ejemplo, se observó que para el caso de AFABP la 
hendidura entre D y E  se abre para permitir la entra de ácido palmítico 
(Friedman et al., 2005). Algo similar ocurre para la proteína que une ácidos 
grasos básica de hígado (LbFABP) pero a través de Dominio Portal (Tsfadia et 
al., 2007). Por otro lado, no ocurrió lo mismo cuando se intentó repetir el 
ensayo para IFABP, incluso orientando el ligando inicialmente cerca del 
Dominio Portal o de la hendidura del barril- (Friedman et al., 2006).  
 
 
 
3. Digestión y absorción de lípidos en el intestino de 
mamíferos: Generalidades 
 
La función del tubo intestinal en conjunto con el hígado y el páncreas, es 
digerir el alimento, reducir los hidratos de carbono, lípidos y proteínas a 
moléculas que puedan ser absorbidas por la mucosa (Bloom et al., 1995). La 
grasa de la dieta, constituida principalmente por triglicéridos y en menor medida 
por ésteres de colesterol y fosfolípidos, es emulsionada en el duodeno gracias 
a la acción de las sales biliares y los movimientos peristálticos de las paredes 
del intestino, formando micelas. Los lípidos en las micelas quedan expuestos a 
la acción de las lipasas en el entorno acuoso del intestino; generándose como 
resultado diglicéridos, monoglicéridos, ácidos grasos y glicerol (Lehninger et al., 
2005). Los ácidos grasos libres de cadena larga son incorporados a las células 
intestinales mediante difusión pasiva y transporte facilitado. Hasta la actualidad 
se han caracterizado la proteína que une ácidos grasos de membrana 
plasmática (PM-FABP), ácido graso translocasa (FAT) y proteína 
transportadora de ácidos grasos tipo 4 (FATP 4), las cuales facilitarían la 
entrada de componentes lipídicos. Más aún, trabajos realizados en líneas 
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celulares establecidas (IEC-6 y Caco-2) han demostrado una cinética saturable 
de incorporación de ácidos grasos al citoplasma para ácidos grasos de cadena 
larga así como para el sn-2-monoacilglicerol (sn-2-MG) (Murota et al., 2001, 
Murota et al., 2005, Trotter et al., 1996).  
Los enterocitos pueden resintetizar triacilgliceridos utilizando dos rutas 
metabólicas alternativas; una de ellas es a través de la ruta del glicerol-3-
fosfato, mientras que la otra consiste en la esterificación de un 
monoacilglicérido con ácido graso-CoA. La vía que involucra monoacilglicéridos 
procede por directa acilación del sn-2-monoacilglicérido con un ácido graso-
CoA, dando como producto sn-1,2-diacilglierol como intermediario. El complejo 
enzimático “triacilglicerido sintetasa” es el responsable de llevar a cabo la ruta 
antes mencionada y se encuentra en la superficie citosólica del retículo 
endoplasmático (Lehner et al., 1995). Cuando los niveles de ácidos grasos 
libres y el sn-2-MG son bajos, la ruta del glicerol-3-fosfato se convierte en la vía 
principal de síntesis en el enterocito (Ho et al., 2002). Esta ruta involucra la 
acilación del glicerol-3-fosfato con ácido graso-CoA para rendir ácido 
lisofosfatídico; que luego de acilarse y desfosforilarse se transforma en 
diacilglicerol. La conversión de diacilglicerol a triacilglicerol, catalizado por 
diacilglicerol aciltransferasa, representa el paso final para ambas rutas 
metabólicas. Los triacilglicéridos producidos por ambas rutas metabólicas son 
incorporados en los quilomicrones, estos pasan al sistema linfático para luego 
llegar al sistema sanguíneo haciendo entrega de su carga a los diferentes 
tejidos.  
Estudios realizados en células en cultivo y en animales enteros han 
permitido observar que los enterocitos pueden absorber ácidos grasos desde la 
cara basolateral, además de hacerlo desde la luminal. (Ho et al., 2001; Gangl et 
al., 1975). Los ácidos grasos incorporados por vías diferentes son 
metabolizados de manera diferencial, mientras que los ácidos grasos 
incorporados por la cara luminal del intestino son principalmente incorporados 
en TG (Mansbach et al., 2007), los ácidos grasos incorporados a través de la 
cara basolateral son principalmente utilizados en la β-oxidación y en la 
producción de fosfolípidos de membrana (Ho et al., 2002, Gangl et al., 1975). 
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Esta es una condición única inherente al epitelio intestinal y ha sido poco 
estudiada (Niot et al., 2009).  
 
 
 
4. FABP del intestino delgado de mamíferos 
 
El intestino delgado de mamíferos expresa tres proteínas de la familia de 
las FABP: IFABP, LFABP y IBABP. Si bien la distribución de las mismas se 
superpone a lo largo de la longitud del intestino delgado, cada una de ellas 
presenta su máxima expresión en regiones diferentes (Agellon et al., 2002; 
Storch et al., 2008). En ratones, se detectó ARNm de LFABP en los dos tercios 
proximales del intestino delgado; mientras que el ARNm correspondiente a 
IFABP es detectable en toda la longitud del órgano presentando un pico de 
expresión en la región media. El ARNm de IBABP está presente solamente en 
la región distal del intestino delgado, correspondiente al íleon (Agellon et al., 
2002). De esta forma, gran parte de  los enterocitos coexpresan, de manera 
abundante, LFABP e IFABP. Se cree que estas proteínas participan en el 
transporte y procesamiento intracelular de las elevadas cantidades de ácidos 
grasos absorbidas por el intestino. Pero, hasta la actualidad, se desconoce por 
qué un solo tipo de célula contiene dos tipos distintos de FABP. 
En la Figura 2 se muestra de manera esquemática el posible rol 
desempeñado por las FABP de enterocito durante la absorción de los lípidos de 
la dieta. 
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Fig 2. Esquema simplificado del metabolismo de FA en enterocitos. Los FA que provienen 
de la hidrólisis de TG dietarios se incorporan en los enterocitos por difusión simple o mediado 
por proteínas de membrana. Luego son oxidados en la mitocondria o incorporados en PL y TG 
por distintas enzimas del metabolismo lipídico, previa activación a acil-CoA (ACA) por las Acil-
CoA Sintetasa (ACS). Los niveles de FA citoplasmáticos también pueden tener un efecto sobre 
la expresión de genes mediante la unión a factores de transcripción.  
 
 
4.1. Diferencias entre I- y LFABP 
 
Se han detectado una serie de diferencias entre I- y LFABP en cuanto a 
su estructura primaria, al número de sitios de unión, tipo de ligandos y afinidad 
por los mismos. Tomando como base estas diferencias estructurales y de 
unión, se ha propuesto que I- y LFABP tendrían funciones diferentes dentro del 
enterocito, tal vez contribuyendo al transporte diferencial y compartimentación 
de los lípidos.  
Distribución tisular. LFABP se expresa tanto en hígado como en el 
intestino delgado, riñón, pulmón y páncreas; mientras que IFABP lo hace 
exclusivamente en el intestino delgado (Bass et al., 1988). (Tabla I) 
Diferencias estructurales. A pesar de que I- y LFABP presentan un bajo 
nivel de homología de secuencia, correspondiente con un 24% (Banaszak et 
al., 1994), los elementos de estructura secundaria son básicamente los mismos 
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con la excepción de la presencia en IFABP de una hélice anfipática en el 
segmento αI. Además LFABP presenta una región más laxa en el barril por la 
falta de la malla de puentes de hidrógeno que se forman entre βF y βG. En 
comparación con el resto de los miembros de la familia el giro-β entre βG y βH 
tiene dos residuos menos. Así, sólo LFABP presenta una segunda hendidura 
en el barril-β además de la existente entre βD y βE (Thompson et al., 1999). 
Cavidad hidrofóbica. La cavidad de LFABP es la más grande de la 
familia y presenta un volumen aproximado de 610 Ǻ3. La cavidad de IFABP, por 
otra parte, es mucho menor presentando un volumen aproximado de 353 Ǻ3. 
Estas diferencias en el volumen de la cavidad pueden ser las responsables de 
las diferencias en el tipo y cantidad de ligandos que unen I- y LFABP. 
Especificidad y afinidad por los distintos ligandos. LFABP presenta el 
rango más amplio de ligandos de la familia de las FABP, puede ligar ácidos 
grasos con muy alta afinidad, grupo hemo, bilirrubina, lisofosfolípidos, sales 
biliares, acil-CoA y prostaglandinas entre otros (Thompson et al., 1999). Por el 
contrario IFABP es capaz de unir solamente ácidos grasos. Considerando 
solamente los ácidos grasos, LFABP presenta una estequiometría que le es 
única en la familia ya que es capaz de unir dos ácidos grasos al mismo tiempo 
mientras que IFABP sólo puede unir un ácido graso por vez (Figura 3).  
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Fig 3. Unión de FA a FABP intestinales. Se muestra la orientación diferencias de ácido oleico 
en IFABP (A, verde) y LFABP (B, azul). Se observa que la orientación que presenta el oleato 
unido a IFABPes distinta a las de ambas moléculas unidas a LFABP. Se distingue bien que el 
ligando en posición 2 en LFABP está mucho más expuesto al solvente que el de la posición 1. 
Las estructuras están basadas en la estructura obtenida para cada proteína en sus formas holo 
(códigos pdb: 1ICN y 1LFO, respectivamente). 
 
Estudios de afinidad de las distintas FABP por distintos ácidos grasos 
utilizando la sonda fluorescente ADIFAB demostraron que las constantes de 
disociación para toda la familia de FABP se encuentran en el rango de 2 hasta 
1000 nM (Richieri et al., 1994). Más específicamente IFABP de rata mostró la 
mayor variación de los valores de Kd de acuerdo a los distintos ácidos grasos 
analizados, observándose valores de Kd= 6 nM para el ácido esteárico hasta 
Kd= 480 nM para el ácido linolénico. Esta disminución en la afinidad está de 
acuerdo con un aumento en las insaturaciones del ligando y por ende con su 
mayor solubilidad en agua. LFABP, por otra parte, mostró una gran afinidad 
tanto por los ácidos grasos saturados como por los insaturados, variando 
desde Kd= 9 nM para el ácido esteárico hasta Kd= 69 nM para el ácido 
linolénico. El segundo sitio de unión descripto para LFABP mostró también 
altas afinidades por los distintos ligandos probados, siendo equivalentes en el 
caso de los ácidos grasos saturados pero 10 veces más débiles que el primer 
sitio para el caso de los ácidos grasos insaturados (Richieri et al., 1994). 
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4.2. Funciones biológicas de I- y LFABP 
 
A pesar de la abundante información sobre su estructura, distribución 
tisular y propiedades de unión, aún no está claro cuáles son las funciones que 
estas proteínas desempeñan in vivo.  En los últimos años se han propuesto 
una serie de funciones para FABP (Glatz et al., 1996; Vogel Hertzel et al., 
2000, Haunerland et al., 2004), algunas de las mismas se enumeran a 
continuación: 
 Unión, selección, solubilización y compartimentalización de ácidos grasos 
de cadena larga a través del citoplasma.  
 Unión de grupos hemo, bilirrubina, prostaglandinas, hepatocarcinógenos, 
etc (LFABP). 
 Cofactores en reacciones que utilizan ácidos grasos de cadena larga como 
sustrato o agentes reguladores. 
 Modulación del proceso de mitosis, crecimiento celular y diferenciación 
celular.  
 Transporte direccionado de ácidos grasos hacia rutas metabólicas 
específicas. 
 Participación en mecanismos de transducción de señales, y en la 
regulación de la expresión génica mediada por ácidos grasos. 
 Protección contra los efectos nocivos provocados por grandes 
concentraciones de ácidos grasos de cadena larga libres en el citoplasma 
celular y funcionando como un antioxidante. 
 
En las siguientes secciones se analizarán una serie de estudios que han 
aportado evidencias sobre las posibles funciones específicas de I- y LFABP.  
 
 
4.2.1. Estudios funcionales in vitro 
 
Ensayos de transferencia de energía de resonancia. Mediante el empleo 
de un ensayo de transferencias de energía de resonancia Föster (FRET, del 
inglés Föster Resonance Energy Transfer) se monitorea directamente la 
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transferencia de antroiloxi-derivados de ácidos grasos (AOFA, de AnthroylOxy-
Fatty Acids) (análogos fluorescentes de los ligandos naturales) desde las FABP 
hacia membranas unilamelares pequeñas (SUV, de Small Unilamellar 
Vesicles), que contienen NBD-PC como aceptor FRET (Storch et al., 1990). 
Estos estudios han permitido caracterizar gran parte de los miembros de la 
familia de FABP en cuanto a sus propiedades de transferencia de ligandos, 
definiendo dos subgrupos dentro de la familia de las FABP. Por un lado se 
reconocen las proteínas “difusionales” como la LFABP, LbFABP o CRABPII, ya 
que muestran un mecanismo de transferencia de ligandos cuyo paso limitante 
parece ser la disociación del ligando hacia el medio acuoso. Por otro lado, el 
resto de las FABP presenta un comportamiento de tipo “colisional”, ya que en 
este caso, el paso limitante sería la interacción del complejo proteína/ligando 
con la membrana aceptora. 
 El análisis comparativo entre IFABP y LFABP ha permitido detectar 
marcadas diferencias entre estas proteínas (Hsu et al., 1996; Thumser et al., 
2000). En principio, la velocidad absoluta de transferencia de AOFA hacia 
membranas modelo es mayor desde IFABP que desde LFABP.  Más aún, el 
mecanismo aparente de transferencia de FA en estas dos proteínas es 
diferente. Mientras que la transferencia de FA desde IFABP pareciera ocurrir 
mediante la colisión directa del complejo proteína/ligando con la bicapa 
fosfolipídica, la transferencia desde LFABP estaría de acuerdo con un 
mecanismo mediado por la difusión acuosa del ligando hacia la membrana. 
Estos resultados, apoyan la idea de que estas dos FABP podrían estar 
desempeñando funciones diferentes dentro del enterocito, regulando el 
transporte de los FA y, por ende, su utilización. La primera idea es que LFABP 
podría estar funcionando como un buffer citosólico de la concentración de FA 
libres, mientras que IFABP podría estar involucrada en el transporte vectorial 
de los FA desde y hacia estructuras subcelulares o vías metabólicas 
específicas.  
Interacción de IFABP con membranas. Utilizando una variante de IFABP 
que carece de región alfa-helicoidal (HL-IFABP) (Cistola et al., 1996), se ha 
demostrado la importancia crítica del dominio alfa-helicoidal en la interacción 
de IFABP con membranas y en su mecanismo de transferencia de ácidos 
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grasos (Wu et al., 2001).  Además, la construcción de proteínas quiméricas en 
las que se intercambiaron las porciones N-terminal (βA y α-I o el motivo hélice-
giro-hélice completo) entre IFABP y LFABP, ha permitido corroborar que el 
dominio α-helicoidal de ambas FABP es responsable del mecanismo 
característico de transferencia de ligandos respectivo (Córsico et al., 2004; 
Franchini et al., 2008). 
Asimismo, se ha comprobado que la interacción de IFABP con 
membranas durante la transferencia de ligandos tiene un fuerte componente 
electrostático, que se ve intensificado cuando se emplean vesículas aceptoras 
con carga neta negativa, debido a la incorporación de Fosfatidilserina (PS, de 
sus siglas en inglés Phosphatidyl-Serine) o Cardiolipina (CL) en las vesículas 
zwitteriónicas de referencia de Fosfatidilcolina (PC) (Hsu et al., 1996; Thumser 
et al., 2000). Esto nos indujo a pensar que las cargas positivas en la superficie 
de la proteína serían relevantes para el mecanismo de transferencia colisional 
de IFABP. De hecho, la acetilación completa de los residuos de Lisina (Lys o K) 
ha permitido corroborar esta hipótesis y ha sugerido que las interacciones 
hidrofóbicas tendrían su participación junto con las electrostáticas, 
posiblemente debido a la intervención de residuos superficiales no polares 
expuestos al solvente en la hélice α-II o a la naturaleza anfipática de la hélice α 
-I (Córsico et al., 2005). La sustitución de los residuos de Lys de la región alfa-
helicoidal de IFABP nos ha permitido demostrar la gran importancia que tienen 
las α-hélice, principalmente la α-II, en el establecimiento de interacciones 
electrostáticas entre la proteína y membranas fosfolipídicas. La neutralización o 
reversión de carga del dominio α-helicoidal por sustitución de sus residuos de 
Lys por Ile o Glu, respectivamente, ocasiona un gran decaimiento en la 
velocidad de transferencia de los AOFAs hacia membranas zwitteriónicas, 
efecto que se ve magnificado cuando se sustituye el residuo Lys27 de la hélice 
α-II. Resultados que apoyan la hipótesis de que la región portal sufriría un 
cambio conformacional durante la interacción proteína-membrana, lo que 
conduciría a la liberación del ácido graso unido y que la hélice α-II es de 
particular importancia en establecer interacciones electrostáticas entre la 
IFABP y la bicapa lipídica.      
Tesis Doctoral  Eduardo De Gerónimo 
37 
 
Recientemente, en nuestro laboratorio, se han empleado una serie de 
ensayos que permiten analizar, aunque de una manera indirecta, la posible 
interaccioón de las FABPs con membranas. Estos estudios han demostrado 
que tanto IFABP como LFABP interactuarían con membranas fosfolipídicas, a 
pesar de tener mecanismos diferentes de transferencia de ligandos (Falomir 
Lockhart et al., 2011) 
 
 
4.2.2. Estudios a nivel celular 
 
Se han realizado estudios empleando distintas líneas celulares de 
mamífero, en las que se ha modificado el nivel de expresión de I- y LFABP. 
La sobreexpresión de LFABP en fibroblastos de ratón (mediante 
transfeccion con el cDNA de LFABP) provocó un incremento del 50 % en la 
absorción de los  ácidos grasos y su rápida incorporación en triacilglicéridos y 
fosfolípidos (Prows et al., 1995). La disminución de la expresión de LFABP en 
células Caco-2 (modelo de elección para estudiar el metabolismo a nivel 
intestinal debido a que se expresan muchos de los marcadores específicos de 
los enterocitos normales) ha permitido observar un descenso dramático en la 
asimilación de ácidos grasos. A su vez, se han detectado modificaciones en la 
distribución de ácidos grasos en distintas poblaciones de lípidos.  
Los estudios realizados en células en cultivo vinculados con la función 
de IFABP no son concluyentes. La sobreexpresión de IFABP en fibroblastos de 
ratón no provocó ningún cambio en la absorción de los ácidos grasos del medio 
pero se observó un incremento en los niveles citoplasmáticos de 
triacilgliceroles y ésteres de colesterol (Prows et al., 1995, Prows et al., 1996). 
Sin embargo, la transfección de células embrionarias con IFABP resultó en un 
significativo incremento de la absorción de los ácidos grasos del medio 
(Atshaves et al., 1998). 
La sobreexpresión de IFABP en células Caco-2, da como resultado una 
menor incorporación de FA, cambios en el patrón de marcadores de 
diferenciación y una inhibición de la proliferación celular (Darimont et al., 2000), 
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por lo que se ha propuesto que la IFABP participaría en el proceso de 
diferenciación de enterocitos. 
Finalmente, estudios de sobrexpresión de IFABP en un cultivo primario 
de epitelio intestinal humano normal arrojaron resultados poco definitorios no 
observándose diferencias en la esterificación de lípidos, síntesis de 
lipoproteínas, y ensamblaje de lipoproteínas (Montoudis et al., 2006).  
Como se puede observar, los resultados no son concluyentes y de difícil 
interpretación. En particular, no está claro aún si las diferencias observadas se 
deben a diferencias propias de las distintas líneas de cultivo empleadas para 
los ensayos, a una variabilidad clonal o realmente al efecto de IFABP en cada 
una de ellas (Stroch et al., 2008). 
 
 
4.2.3. Estudios in vivo 
 
La primera evidencia in vivo sobre un rol diferencial de las distintas 
FABP del intestino delgado surge de la directa observación de los diferentes 
patrones de expresión observados a lo largo del eje céfalo-caudal del intestino 
de mamíferos (Poirier et al., 1997) y del eje cripta-vellosidad (Shields et al., 
1986; Halldén et al., 1997); así como también la expresión de LFABP en el 
hígado en relación con la región de alta metabolización de ácidos grasos de 
dicho órgano (Bass et al., 1990). Alteraciones en la actividad del metabolismo 
lipídico, ya sea producto de diversas patologías o manipulaciones 
experimentales, generalmente coinciden con cambios similares en el contenido 
de FABP del tejido (Glatz et al., 1996). Específicamente, el incremento del 
contenido de grasa de la dieta resultó en un incremento marcado del contenido 
de FABP citoplasmática de hígado, intestino, corazón y riñón (Veerkamp et al., 
1991).  
En algunos individuos de la población aborigen Pima de los EEUU, se 
observó una alta tasa de oxidación de lípidos. Esta diferencia en el 
metabolismo lipídico fue directamente asociada a una sustitución de un solo 
aminoácido (Ala54Thr54) en la secuencia de IFABP (Baier et al., 1995). Esta 
mutación provoca un aumento en la afinidad por los ácidos grasos dos veces 
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superior en relación a la proteína nativa. Este hallazgo sugiere que IFABP 
participaría en la absorción y metabolización de los ácidos grasos en el 
intestino.  
La ablación de los genes que codifican para I- y LFABP ha dado lugar a 
la generación de ratones knock-out embriológicamente viables en ambos 
casos, lo que nos da cuenta de que, al menos durante el desarrollo 
embrionario, la expresión de las FABP no es indispensable. La ablación del gen 
que codifica para LFABP en ratones (ratones LFABP-/-) (Newberry et al., 2009) 
no ha dado como resultado alteraciones de apariencia, morfología, viabilidad u 
otras modificaciones fenotípicas sustanciales en estos animales respecto a las 
cepas salvajes, a menos que se sometan a situaciones de stress como ayuno 
prolongado. Los niveles totales de los lípidos hepáticos, FA no esterificados y 
TG se mantuvieron en sus valores normales. No obstante la capacidad de 
unión de FA por parte del citosol de las células hepáticas se vio 
significativamente reducida. Se ha observado una reducción de la absorción de 
FA del plasma sanguíneo y una clara reducción de los depósitos intracelulares 
de TG. Por otra parte, los niveles de colesterol hepático libre se vieron 
incrementados en la línea knock-out con respecto a la cepa salvaje, con una 
mayor tendencia a la formación de cálculos biliares (Newberry et al., 2009). En 
todos los casos se observaron tasas de oxidación de FA mucho más bajas que 
para la cepa salvaje en idénticas condiciones (Erol et al., 2004; Atshaves et al., 
2010). 
En el caso de los ratones null para IFABP (IFABP-/-), se demostró 
claramente que IFABP no es esencial para la absorción de la grasa de la dieta 
(Lagakos et al. 2009; Vassileva et al., 2000). Los ratones demostraron ser 
viables y fértiles. La característica más llamativa fue la diferencia de peso 
corporal de los machos IFABP-/- en relación con machos de la cepa salvaje; 
que no se observa entre las hembras. Para ambos sexos se observa un 
incremento de la concentración de insulina en sangre, aún con niveles 
normales de glucosa. Estudios más recientes mostraron que la pérdida de 
IFABP lleva a un aumento de la expresión de los genes fabp1 (LFABP) y fabp6 
(IBABP), en machos y en hembras, lo que estaría indicando un posible efecto 
compensatorio atenuando los posibles efectos de la ablación de IFABP 
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(Agellon et al., 2006). También vale la pena mencionar que, a pesar de su 
abundante expresión en enterocitos, la ausencia de IFABP no determinó 
cambios drásticos en la morfología del tejido.  
El intestino, como el hígado o el tejido adiposo, son los órganos en los 
que el metabolismo lipídico posee mayor complejidad. El estudio de proteínas 
asociadas con el metabolismo de estos órganos, no sólo proveerá información 
acerca de la bioquímica de los lípidos, sino que además puede establecer 
nuevas estrategias para la prevención y el tratamiento de enfermedades 
relacionadas con el metabolismo de lípidos en intestino, como problemas 
malabsortivos. Teniendo en cuenta la relación que se ha establecido 
recientemente entre la AFABP y procesos de señalización intracelular e 
inflamación (Cao et al., 2008), también habrá que prestar atención a la posible 
conexión de IFABP y LFABP con este tipo de procesos en el enterocito. 
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Objetivos 
 
El objetivo general del proyecto desarrollado en nuestro laboratorio es el 
análisis de las diferencias estructurales entre I- y L-FABP responsables de las 
diferencias observadas a nivel funcional, que permitan determinar las funciones 
específicas de estas dos proteínas en el enterocito. En este trabajo de tesis se 
plantearon los siguientes objetivos específicos:  
 
1- Análisis de cinética de transferencia de diversos ligandos naturales 
desde LFABP hacia membranas. La enorme plasticidad de LFABP en su 
capacidad de unir diferentes ligandos hidrofóbicos, induce al análisis de 
diferencias específicas en las propiedades de binding y transferencia de dichos 
ligandos hacia membranas, en el marco de la hipótesis que indica que LFABP 
podría direccionar distintos ligandos hacia diversos destinos intracelulars. 
Empleando mutantes de Trp de LFABP sensibles a la unión de la proteína con 
ácidos grasos y acil-CoAs (Hagan 2005), se planea analizar las velocidades y 
mecanismos de transferencias de varios ligandos naturales desde LFABP 
hacia vesículas artificiales.  
 
2- Análisis de la interacción de IFABP con membranas. Trabajos previos 
realizados en nuestro laboratorio han permitido caracterizar dominios proteicos 
y residuos específicos responsables de la cinética de transferencia de ácidos 
grasos desde IFABP hacia membranas. Estos estudios permiten plantear la 
hipótesis que indica que IFABP sea una proteína capaz de interactuar 
físicamente con membranas. Con la finalidad de analizar en forma directa el 
mecanismo de dicha interacción, se planean los siguientes objetivos: 
a. Analizar la capacidad de I-FABP de interaccionar con membranas 
a través de un método que nos aporte información con respecto al posible 
mecanismo de la interacción. 
b. Investigar qué factores modulan dicha interacción. 
c. Determinar cuáles son los dominios involucrados en la interacción. 
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Materiales y Métodos 
 
Biología molecular. Los primers mutagénicos para la construcción de 
las proteínas mutantes fueron comprados a Sigma-Aldrich (Argentina). La 
polimerasa con corrección de prueba Pfx y los desoxido nucleótidos 
trifosfatados (dNTPs) fueron adquiridos en Invitrogen Life Technologies (USA). 
Las enzimas de restricción Nde I, Nco I, BamH I, Xba I; el vector de multicopia 
pGEM-T, el vector de expresión pET-11 d y la T4 DNA ligasa fueron obtenidos 
de Promega (USA). Los filtros para purificación del DNA fueron Millipore (USA). 
El kit de purificación de plásmidos fue obtenido de QIAGEN (USA). 
Purificación de Proteínas. El isopropil α-D-tiogalactósido (IPTG) para 
inducción de la expresión en bacterias fue comprado a Promega (USA), las 
cepas E. coli JM109 y BL21 (DE3) fueron adquiridas de Novagen (USA), las 
matrices para cromatografía Sephadex G-50 y SP Sepharose Fast Flow fueron 
adquiridas a GE (USA). La resina Lipidex-1000 fue comprada a Sigma-Aldrich 
(USA). 
Ensayos Bioquímicos y Biofísicos. El antroiloxi derivado del ácido 
graso oleico (12-(9-antroiloxi) oléico (12AO)) fue adquirido a Molecular Probes 
(USA). Los ácidos grasos y sus acil-CoAs: ácido oleico, ácido palmítico, oleoil-
CoA y palmitoil-CoA fueron adquiridos a Sigma-Aldrich (Argentina). Los 
fosfolípidos naturales, modificados y fluorescentes para fabricar las membranas 
artificiales: fosfatidil colina de huevo (EPC), fosfatidilserina de cerebro porcino 
(PS), cardiolipina de corazón bovino (CL), 1-Oleoil-2-[6-[(7-nitro-2-1,3-
benzoxadiazol-4-il)amino]hexanoil]-sn-Glicero-3-Fosfatidilcolina (NBD-PC) y 
lípidos brominados (16:0-18:0 (6-7BR) PC, 16:0-18:0 (9-10BR) PC y 16:0-18:0 
(11-12BR) PC) fueron adquiridos a Avanti Polar Lipids (USA).  
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1. Procedimientos generales 
 
1.1. Técnicas de Biología Molecular 
 
1.1.1. Minipreparación de Plásmidos. 
La obtención de DNA plásmídico a partir de cepas de E. coli se realizó 
según el protocolo que figura en Sambrook et al, (2001). De esta manera se 
cosechó 1 a 5 ml de cultivo bacteriano fresco (crecido toda la noche a 37°C) en 
un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se centrifugó a 12000 rpm durante 1-2’ a 4 °C. 
Se removió el sobrenadante y se resuspendió el pellet con 100 μl de una 
solución Tris-ClH 25 mM, EDTA 10 mM, pH= 8, agitando en vortex. Se 
adicionaron 200 μl de una solución NaOH 0,2 M, SDS 1 %, recientemente 
preparada. Se agitó suavemente por inversión, hasta la disolución del pellet, y 
se incubó a temperatura ambiente por no más de 5 minutos. Se adicionaron 
150 μl de una solución acetato de potasio 5M, ácido acético 11,5% v/v, enfriada 
en hielo para detener la lisis. Se agitó suavemente por inversión y se incubó en 
hielo por 5 minutos. Se centrifugó a 12000 rpm por 5 minutos a 4 °C y se 
transfirió el sobrenadante a un tubo limpio. Se adicionaron 450 μl de fenol-
cloroformo (1:1), estabilizado con solución de Tris.HCl 100mM pH 8, y se 
incubó a temperatura ambiente por 5 minutos eliminando así proteínas y restos 
de lípidos. Se centrifugó a 12000 rpm por 5 minutos y se transfirió el 
sobrenadante a un tubo limpio. Se adicionó 1 ml de etanol 96 % y se incubó a -
20 °C durante 30 minutos. Se centrifugó a 14000 rpm durante 15 minutos. Se 
removió el sobrenadante y se lavó el pellet con etanol 70 %. Se centrifugó a 
14000 rpm durante 5 minutos. Se removió el sobrenadante y se invirtió 
cuidadosamente el tubo sobre un papel absorbente y se dejó secar a 
temperatura ambiente. Se disolvió el pellet en 20-50 μl de agua bidestilada 
estéril y se midió en una dilución apropiada la absorbancia a 280 y 260 nm para 
evaluar su grado de pureza. Se agregó RNAsa en una concentración 
aproximada de 20 μg/ml y se guardó a -20 °C. La presencia de plásmidos con 
los distintos insertos se evidenció mediante una digestión con las enzimas de 
restricción correspondientes y electroforesis en geles de agarosa. 
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1.1.2. Electroforesis en geles de agarosa.  
Esta técnica fue utilizada en el análisis y separación de fragmentos de 
DNA en base a su peso molecular bajo la acción de un campo eléctrico. Se 
preparó una solución de agarosa en un porcentaje adecuado como para 
resolver el/los fragmentos de interés. En el caso de los plásmidos linealizados 
se emplearon geles del 0.7-0.8%. Mientras que para los productos de PCR de 
menor tamaño se emplearon geles de hasta 1.75%. La solución se preparó en 
buffer Tris-borato 90 mM, EDTA 2 mM, pH=8 y se agregó 1 μl de Bromuro de 
Etidio de una concentración 10 mg/ml para evidenciar la presencia de ácidos 
nucléicos en un transiluminador UV.  
 
1.1.3. Purificación de DNA a partir de geles de agarosa.  
La técnica utilizada para la extracción de DNA a partir de geles de 
agarosa fue una adaptación del procedimiento descripto en el manual de DNA 
Gel Extraction Kit, Millipore. Se cortaron con bisturí las distintas bandas de 
interés del gel de agarosa bajo luz ultravioleta y se trituró sobre una superficie 
lisa. Los trocitos de gel fueron depositados en filtros de 0,22 μm, los cuales 
encastran en tubos Eppendorf de 1,5 ml. Se centrifugó a 13000 rpm en una 
microcentrífuga refrigerada durante 10 minutos. Se repitió el procedimiento 
rehidratando el gel previamente con 200 μl de H2O bidestilada estéril. Con el 
volumen eluido se realizó una precipitación con etanol. 
 
1.1.4. Precipitación con etanol.  
Para concentrar y/o purificar una muestra de DNA se realizó una 
precipitación con etanol (Sambrook et al., 2001). Se agregó dos veces el 
volumen de etanol 96 % y el equivalente al 10 % del volumen de la muestra de 
una solución acetato de sodio 3M. Se incubó 30 minutos a -20 °C. Se 
centrifugó a 14000 rpm durante 15 minutos y se removió el etanol. Se lavó el 
pellet con 500 μl de etanol 70 %. Se centrifugó a 14000 rpm durante 5 minutos 
y se removió el etanol, se dejó secar a temperatura ambiente. El pellet se 
resuspendió en agua bidestilada estéril y se guardó a -20 °C.  
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1.1.5. Digestión con enzimas de restricción.  
Las enzimas de restricción son elementos útiles debido a su 
especificidad y a que generan terminales ligables, lo que permite el corte y 
análisis del DNA. Todas las digestiones fueron realizadas según el siguiente 
protocolo: 1 a 5μl de DNA (0.5-1.0 μg), 1 μl 10X Buffer provisto junto con las 
enzimas a utilizar, 0,1 μl BSA, 0,5 μl de cada enzima a utilizar y H2O bidestilada 
estéril necesaria para completar el volumen. En un volumen final de 10 μl. Se 
incubó 2 hrs a 37 °C. 
 
1.1.6. Ligación.  
Mediante una reacción de ligación, catalizada por la enzima ligasa del 
fago T4, se favorece la formación de enlaces fosfodiéster, pudiendo unir 
fragmentos de DNA de distinto origen. Para la ligación, se utilizó una relación 
inserto/vector 3:1 (mol:mol), 1 μl 10X buffer ligasa provisto junto con la enzima, 
1 μl enzima T4 DNA ligasa, H2O bidestilada estéril hasta completar un volumen 
final de 10 μl. Las reacciones fueron incubadas durante toda la noche a una 
temperatura de 4°C. 
 
1.1.7. Obtención de células competentes.  
Este protocolo permite generar y almacenar bacterias competentes. Las 
mismas han sido utilizadas en las sucesivas transformaciones. Se inocularon 3 
ml de medio de cultivo líquido LB (triptona 1%, levadura 0,5%, NaCl 1%) sin 
antibiótico con un stock de bacterias no competentes recién descongeladas. Se 
incubó toda la noche a 37°C, con agitación fuerte. Se diluyeron los 3 ml de 
cultivo en 100 ml de medio LB sin antibiótico y se incubó con agitación fuerte 
hasta DO600nm=0,5. Se dejó enfriar depositando el cultivo sobre hielo durante 
aproximadamente 10-15 minutos. Se centrifugó a 2000 rpm durante 15 minutos 
a 4°C. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet con 30 ml de 
buffer TFB1 (RbCl 100 mM, MnCl2 50 mM, acetato de potasio 30 mM, CaCl2 10 
mM, Glicerol 15 %, pH=5,8; esterilizado por filtro de 0,22µM). Se incubó sobre 
hielo durante 90 minutos y se centrifugó a 2000 rpm durante 15 minutos a 4°C, 
se descartó el sobrenadante. Se resuspendió el pellet con 4 ml de buffer TFB2 
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(10 mM, RbCl 10 mM, CaCl2 75 mM, Glicerol 15 %, pH= 8,0; esterilizado en 
autoclave). Las bacterias fueron almacenadas a -70°C en alícuotas de 500 μl. 
 
1.1.8. Transformación de Bacterias competentes.  
Mediante esta técnica se logra la incorporación de DNA plasmídico en el 
citoplasma bacteriano. En este trabajo de tesis se han transformado células 
pertenecientes a distintas cepas de E. coli. La cepa JM109, utilizada para 
obtener masa de plásmido; y la cepa BL21 (DE3), utilizada para obtener masa 
de proteína. Se tomaron 5 μl de una reacción de ligación y se depositaron en 
un Eppendorf de 1,5 ml. Se agregaron 100 μl del stock de bacterias 
competentes y se incubó en hielo durante 30 minutos. Se aplicó un shock 
térmico incubando en un baño termostatizado a 42°C durante 50 segundos, 
seguidos de dos minutos de incubación sobre hielo. Se agregaron 900 μl de 
medio LB sin antibiótico y se incubó con agitación fuerte durante 2 horas a 
37°C. Se realizaron al menos dos diluciones del cultivo y se distribuyeron con 
ayuda de una espátula de Drigalsky (esterilizada por incineración a la llama con 
alcohol 70%) sobre placas de medio LB con Agar 1.5% conteniendo el 
antibiótico correspondiente, que depende del vector que se usó para la 
transformación. Se incubó toda la noche en estufa a 37°C. Se seleccionaron 
varias colonias y se constató la presencia del plásmido mediante una 
minipreparación de plásmidos. Las bacterias transformadas fueron 
almacenadas a -70°C con una concentración final de glicerol del 20 %. 
 
 
1.2. Técnicas para análisis de proteínas 
 
1.2.1. Cuantificación de Proteínas.  
La cuantificación de proteínas se realizó mediante el coeficiente de 
extinción molar. Se calculó la concentración de la misma aplicando la Ley de 
Lambert-Beer, midiendo la absorbancia a 280 nm: 
 
 
 
Abs= l x c x Є 
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Donde l es el recorrido de la luz, c es la concentración de la muestra y Є es el 
coeficiente de extinción molar de la proteína (expresado en M-1cm-1). 
 
1.2.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida.  
La electroforesis en geles de poliacrilamida se realizó según el método 
glicina-SDS-PAGE de Laemmli (Laemmli et al., 1970). Se emplearon geles en 
una concentración de 15 % acrilamida 0,4% bisacrilamida, con un espesor de 
0,7 ó 1 mm. Primero se forma el gel de 15% acrilamida donde se resuelven las 
proteínas y que tiene 6 cm de alto y 8 cm de largo. Luego de su gelificación, se 
forma sobre el anterior el gel de “apilamiento” o stacking, un gel con menor 
contenido de acrilamida (3,9% acrilamida 0.1% bisacrilamida), en el cual se 
logra concentrar la muestra a una banda concentrada de unos pocos mm de 
espesor debido a los cambios de PH. Los geles se armaron en un equipo para 
celdas MiniProtean III (BioRad) y se corrieron a 140 Volt. La tinción se realizó 
con una solución 0,1 % Coomasie Blue R-250 en H2O:metanol:acético (5:5:2). 
La decoloración se efectuó con una solución 10 % ácido acético 30 % metanol. 
Las muestras fueron incubadas, en los correspondientes buffer muestra, 
durante 5 minutos a 100°C antes de la siembra. 
 
 
1.3. Análisis estadístico 
 
Los experimentos se realizaron por triplicado como mínimo. En los casos 
en que no fue así, se lo ha indicado convenientemente. Los resultados se 
expresan como las medias con sus respectivos desvíos estándares. Las 
diferencias entre las mismas fueron analizadas estadísticamente con el test “t” 
de Student. En los casos en que fueron necesarios, se realizó un análisis de la 
varianza (ANOVA). Los límites de confianza utilizados se señalan para cada 
experimento. 
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2. Procedimientos específicos 
 
2.1. Diseño y construcción de cDNAs de los mutantes puntuales 
de triptófano a partir de IFABP salvaje 
 
La construcción de los cDNAs de los mutantes se realizó utilizando el 
plásmido recombinante pET11d-IFABP, gentilmente donado por los Dres. Alan 
Kleinfeld y Ron Ogata (Medical Biology Institute, La Jolla, CA, USA). Mediante 
mutaciones puntuales en la secuencia del gen de IFABP se introdujeron 
codones que codifican para el aminoácido triptófano en posiciones 
seleccionadas basándose en la estructura terciaria de la IFABP.  
Debido a que la IFABP posee dos triptófanos naturales en su secuencia 
aminoacídica en las posiciones 6 y 82, sobre el cDNA salvaje se produjeron 
mutaciones puntuales de modo de sustituir dichos aminoácidos por 
fenilalaninas, generándose de este modo los cDNAs de tres mutantes, por un 
lado los cDNAs  con un solo triptófano (W6F y W82F), por otro el cDNA en el 
cual ambos triptófanos fueron cambiados por fenilalaninas (W6,82F), este 
último se utilizó como molde para incorporar las mutaciones que originaron las 
proteínas mutantes de interés.  
 
2.1.1. Megaprimer-PCR.  
Las mutaciones fueron introducidas utilizando la técnica de megaprimer-
PCR descripta por Kammann et al. (1989). Para ello se diseñaron ocho 
primers: dos de ellos externos a la secuencia completa de los cDNAs y seis 
primers internos que portan la mutación.  
 
Diseño de primers externos: Teniendo en cuenta que las secuencias que 
flanquean el cDNAs son las de vector hospedador pET 11-d; se formularon dos 
primers externos al gen de IFABP: 
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Externo 1: 
Sentido       5’ CGGATAACAATTCCCCTCTTA 3’ 
 
Externo 4: 
Antisentido  5’ TTCCTTTCGGGCTTTGTTAG 3’ 
 
Diseño de primers “mutagénicos” internos: Como criterio general para el diseño 
de los primers se incorporaron entre ocho y trece bases hacia el extremo 5’ y 3’ 
a partir de las mutaciones a introducir excepto en el primer utilizado para la 
mutación W6F que fue más extenso. Las mutaciones a introducir se muestran 
subrayadas.  
 
W6F: 
Sentido         5´ TT ACC ATG GCA TTT GAT GGC ACT TTC AAA GTA GAC 
C 3´ 
 
W82F: 
Antisentido   5´ CTC CAT GGT AAA GGT CCC AGT 3´ 
 
F17W: 
Antisentido   5´ CC CAT TTT CTC CAT CCA CTT TTC ATA G 3´ 
 
L30W: 
Antisentido   5´ C ATG AGC TCC CCA CTT CCT CTT CAC 3´ 
 
F55W: 
Antisentido   5´ C ATC AAT GTT TCG CCA GTT GCT TGA TTC 3´ 
 
I114W: 
Sentido   5´ GGT AAC GAA CTA TGG CAA ACC TAC AC 3´ 
 
En la Figura 4 se observa un esquema general mostrando de qué 
manera se introduce una mutación en un fragmento de DNA amplificado por 
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PCR mediante el método Megaprimer-PCR. El método requiere dos reacciones 
de PCR. Usando dos primers externos y uno interno que lleva la mutación a 
introducir. En la primera reacción de PCR, uno de los primers externos y el 
primer interno se usan para generar el megaprimer. El megaprimer es 
purificado en gel de agarosa y utilizado junto al otro primer externo en una 
segunda reacción de PCR para generar el cDNA completo con la mutación 
deseada. 
Se utilizaron las condiciones estándar de PCR apropiadas para la 
amplificación deseada: 1X Pfx buffer de amplificación provisto con la 
polimerasa, dNTPs 0,3 mM, MgSO4 1 mM, 0,3 μM de primers, 0,5-1nM DNA 
molde, 1 unidad de Pfx DNA polimerasa, H20 bidestilada estéril hasta un 
volumen final de 50 μl. El protocolo de tiempo y temperatura fue el siguiente: 2 
minutos iniciales a 94°C, seguidos de 35 ciclos (30 seg desnaturalización a 
94°C, 30 seg hibridización a una temperatura según el juego de primers a 
emplear, 90 seg polimerización a 68°C), y finalmente 5 minutos a 68°C. 
Luego de obtenidos los productos de PCR con los cDNA mutantes, se 
trataron con las enzimas de restricción XbaI y BamHI y se purificaron de un gel 
de agarosa. Luego se ligaron en el vector pET11d, predigerido con las mismas 
enzimas de restricción que los productos de PCR, y purificado también desde 
gel de agarosa. Los plásmidos así obtenidos fueron transformados inicialmente 
en E.coli JM109 (incapaz de expresar el cDNA debido a la falta de la T7-
RNApol), se repicaron colonias aisladas y se chequeó la presencia del inserto 
adecuado en gel cortándolos con XbaI y BamHI. La presencia de las 
mutaciones deseadas fue verificada posteriormente por secuenciado 
bidireccional, con primers que hibridan con las secuencias del T7Promoter y el 
T7Terminator del vector. 
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Fig 4. Técnica de mutagénesis sitio-dirigida. Esquema del método megaprimer-PCR para la 
generación de mutantes puntuales. (Kammann et al., 1989).   
 
 
2.2. Purificación de proteínas recombinantes 
 
2.2.1. Purificación de las proteínas nativas y los mutantes puntuales.  
La purificación de las proteínas se realizó según el método descripto por 
Hsu et al. (1996). De esta manera 20 ml de cultivo de E coli BL21 
transformadas en medio líquido LB con ampicilina (100 μg/ml) fueron incubados 
toda la noche a 37°C. El cultivo fue diluido 1/100 en el mismo medio e incubado 
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hasta llegar a una DO600nm= 0,6. La expresión de las proteínas fue inducida con 
IPTG 0,4mM (concentración final). Las bacterias se colectaron luego de 4 horas 
de inducción por centrifugación, y luego de resuspender el pellet en buffer de 
lisis TEK hipotónico (Tris 10 mM, EDTA 1 mM y KCl 40 mM) se sonicó. Los 
restos de pared celular fueron descartados centrifugando la muestra a 20000 
rpm durante 45 minutos. El sobrenadante fue incubado a 4°C con una solución 
sobresaturada de SO4NH4, para una precipitación fraccionada de proteínas. La 
muestra se centrifugó a 10000 rpm durante 30 minutos, se tomó el 
sobrenadante y se agregaron unas 300.000 cpm de [1-14C] Palmitato (que se 
une a la proteína y nos permite seguirla durante la corrida). Se sembró en una 
columna cromatográfica de exclusión molecular Sephadex G-50, eluyéndose 
con buffer KCl.PO4 (10 mM fosfatos, 150 mM KCl,  pH 7.4). Se colectaron 
fracciones de 10 ml. Se seleccionaron aquellas fracciones en las cuales se 
detectó la proteína de interés y se concentró en un dispositivo Millipore.  
Finalmente se deslipidizó la muestra utilizando una columna Lipidex-1000 
(Glatz et al., 1983). La pureza de las proteínas fue constatada mediante SDS-
PAGE al 15% y la concentración fue asignada en base a su DO280nm utilizando 
su coeficiente de extinción molar (ε IFABP= 16900, ε W6F= ε W82F= ε F17W= ε L30W= 
ε F55W= ε I114W= 10810 y ε W6,82F= 5120, ε LFABP=6000, ε L28W= ε M74W=9590). 
 
 
2.3. Control de la integridad estructural de las distintas variantes 
de FABP 
 
2.3.1. Determinación del coeficiente de extinción molar.  
Se determinó el coeficiente de extinción molar de acuerdo a la técnica 
descripta por Gill et al. (1989). Se calculó en forma teórica el coeficiente de 
extinción molar de las proteínas mutantes en una solución de guanidina-ClH 
6M. El cálculo se realizó considerando que los únicos residuos que contribuyen 
significativamente al espectro de absorción en el rango 276-282 son tirosinas, 
triptofanos y cisteinas (Edelhoch et al., 1967). Se utilizó la fórmula: 
 
 
ЄM, Gdn.HCl= aЄM, Tyr + bЄM, Trp + cЄM, Cys 
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donde ЄTyr, ЄTrp, y ЄCis son los coeficientes de extinción molar de residuos 
tirosina, triptofano y cisteina a la longitud de onda deseada (Gill et al., 1989) y 
a, b, y c corresponden al número de residuos por molécula de proteína. 
El coeficiente de extinción de las distintas proteínas se determinó 
midiendo el espectro de absorción de las mismas en su estado nativo y 
desnaturalizado. Dichas mediciones se realizaron en concentraciones 
idénticas. Los cálculos se efectuaron utilizando la ley de Lambert Beer, de 
acuerdo a la siguiente fórmula: 
 
 
 
2.3.2. Cálculo del coeficiente de partición.  
El coeficiente de partición (Kp) de un ligando nos brinda información de 
la afinidad relativa que tiene un soluto por dos fases o, en este caso, de un 
ligando hidrofóbico por una proteína y una membrana fosfolipídica artificial. El 
Kp del ligando 12AO entre FABP y SUV se determinó empleando la técnica de 
Massey et al. (1997). El Kp se calculó midiendo la fluorescencia del 12AO 
luego del agregado de EPC-NBD SUVs a una solución conteniendo la proteína 
más el ligando fluorescente en una proporción 10:1 (µM) en buffer TBS (Tris 40 
mM,  NaCl 100 mM, pH=7,4). Las medidas de fluorescencia se realizaron a una 
temperatura de 25ºC, con una longitud de onda de excitación 383 nm y se 
tomaron espectros de emisión entre 400-500 nm. 
El Kp se define como: 
 
 
(1) 
 
 
donde [FABP-AOFA] y [SUV-AOFA] representan las concentraciones de 12AO 
unido a la proteína o a las vesículas, respectivamente. 
El agregado de las vesículas conteniendo NBD determinará una 
disminución de la fluorescencia inicial de la proteína en presencia del ligando. 
ЄM,nat= (Absnat)(ЄM,des)/(Absdes) 
𝑲𝒑 =
 𝐅𝐀𝐁𝐏 − 𝐀𝐎𝐅𝐀 
 𝐅𝐀𝐁𝐏 
[𝑺𝑼𝑽 − 𝑨𝑶𝑭𝑨]
 𝑺𝑼𝑽 
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El decaimiento en la fluorescencia del 12AO luego de la titulación con EPC-
NBD SUV fue ajustado por la siguiente ecuación: 
 
 
 
         (2)  
 
 
donde Frel es la fluorescencia relativa del 12AO con la proteína, a y b son 
parámetros de ajustes. El ajuste se realiza empleando el módulo Solver del 
Excel MS Office, que minimiza el error cuadrático medio entre los datos y la 
curva del modelo. 
 
2.3.3. Cálculo de la constante de afinidad.  
La constante de afinidad del ligando por la proteína (Kd) se calculó 
mediante titulación fluorimétrica utilizando 12AO como ligando fluorescente 
según Xu et al. (1991). En esta técnica se monitorea el incremento de la 
fluorescencia de un ligando fluorescente como consecuencia del agregado de 
cantidades crecientes de proteína, con el objetivo de determinar su afinidad por 
el mismo. Se determinó la concentración del ligando 12AO por absorbancia 
usando Є383nm=6400 M
-1 en etanol absoluto. Se preparó una dilución 0,5 µM del 
ligando en buffer TBS en una cubeta de cuarzo. Se agregaron cantidades 
crecientes de la proteína en un rango de 0 a 10 µM, se incubó por 3 minutos y 
se midió la fluorescencia del 12AO. Las medidas de fluorescencia se realizaron 
a una temperatura de 25ºC, excitando a 383 nm y midiendo espectros de 
emisión entre 400-500 nm. Los datos fueron analizados según Scatchard para 
obtener los respectivos valores de Kd. Además se extendió el análisis por el 
método de ajuste no lineal empleando la ecuación cuadrática para un único 
sitio de unión (Miller et al., 1983): 
 
 
 
  
𝐅𝐫𝐞𝐥 =
𝒂 𝒙 𝑲𝒑
𝑲𝒑 +  
[𝑺𝑼𝑽]
[𝑭𝑨𝑩𝑷]
+ 𝒃 𝒙 
[𝑺𝑼𝑽]
[𝑭𝑨𝑩𝑷]
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                                                                                           .            (3)  
 
donde PL, P0 y L0 son las concentraciones del complejo, proteína total y 
ligando total, respectivamente. La señal de fluorescencia en el equilibrio 
fue asumida cómo 
     
            .                     (4)  
 
donde Yp es la fluorescencia de la proteína libre, YPL es la fluorescencia 
del complejo, y YL es la fluorescencia del ligando libre. El ajuste se 
realizó empleando el módulo Solver del Excel MS Office, que minimiza el 
error cuadrático medio entre los datos y la curva del modelo. 
 
2.3.4. Espectros de dicroísmo circular (CD).  
Se midieron espectros de CD en el UV lejano con el objetivo de evaluar 
los componentes de estructura secundaria de los diferentes mutantes. Los 
espectros de CD fueron tomados en un espectropolarímetro Jasco 810 (Jasco 
Corporation, Japan). Las condiciones generales que se utilizaron para tomar 
los espectros fueron; velocidad de 50 nm/min con un tiempo de respuesta de 1 
segundo. Los datos se obtuvieron en el UV lejano (190-240 nm) midiendo en 
cubetas de 1 mm una suspensión de proteína 40 µM. Se toman 5 espectros 
para cada proteína, incluyendo la proteína nativa, y se promedian. Los datos de 
elipticidad que mide el equipo son luego normalizados por la medida de 
concentración y son expresados como Elipticidad Molar en función de la 
longitud de onda.  
 
 
2.4. Preparación de membranas artificiales 
 
2.4.1. Vesículas unilamelares pequeñas (SUV).  
Se prepararon vesículas unilamelares pequeñas de acuerdo a los 
trabajos de Huang et al. (1974) y Storch et al. (1986). Los lípidos en CHCl3 
𝑷𝑳 =
 𝑷𝒐 + 𝑳𝒐 + 𝑲𝒅  −   (𝐏𝐨 + 𝐋𝐨 + 𝐊𝐝)𝟐 –  𝟒𝐱𝑷𝒐𝒙𝑳𝒐
𝟐
 
𝒀 = 𝒀𝒑 𝒙  𝑷𝒐 − 𝑷𝑳 +  𝒀𝒑𝒍 𝒙 𝑷𝑳 + 𝒀𝒍 𝒙 (𝑳𝒐 − 𝑷𝑳) 
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fueron mezclados, secados bajo N2 y resuspendidos en buffer TBS. Para las 
vesículas que contenían CL se utilizó buffer TBS 1 mM EDTA. La mezcla de 
fosfolípidos fue sonicada a 4°C bajo N2 hasta clarificar la suspensión 
(aproximadamente 45 minutos). Las vesículas son clasificadas por 
ultracentrifugación a 45.000 rpm durante 45 minutos y se guardan sólo las SUV 
del sobrenadante a 4°C en una atmósfera de N2. La concentración de las SUV 
obtenidas se calcula en base al ensayo de cuantificación de fósforo inorgánico.  
Se prepararon vesículas estándar con una composición de 100 mol % 
fosfatidilcolina de huevo (EPC), 90 mol % EPC y 10 mol % NBD-PC (quencher 
de la fluorescencia de los antroiloxiderivados de ácidos grasos (AOFA)). Para 
incrementar la densidad de la carga negativa de las vesículas aceptoras, se 
incorporaron distintos porcentajes de fosfatidil serina (PS) o cardiolipina (CL) en 
las SUV.  
 
2.4.2. Vesículas unilamelares grandes (LUV).  
Se prepararon vesículas unilamelares grandes constituidas por 
bromolípidos por extrusión según la técnica descripta en Córsico et al. 2001. 
Los bromolípidos en CHCl3 fueron mezclados, secados bajo N2 y 
resuspendidos en buffer TBS, de la misma manera que se realizó para las 
SUV. Para las vesículas que contenían un 25% de CL se utilizó buffer TBS con 
1 mM EDTA. A continuación, la suspensión con los distintos bromolípidos se 
extruyeron empleando un filtro de policarbonato 0,1 μm utilizando un extrusor 
Liposofast (Avestin, Canada).  
 
2.4.3. Cuantificación de membranas artificiales.  
La concentración de los fosfolípidos fue determinada por un ensayo de 
cuantificación de fósforo inorgánico según la técnica de Gomori et al. (1942). La 
curva estándar se preparó empleando NaH2PO4 1mM.  Las muestras y los 
estándares se prepararon por duplicado. Se agregaron 30 μl de Mg(NO3) al 
10% y se carbonizó bajo llama. A continuación se agregaron 400 μl de HCl 0,5 
N agitando en vortex. Los tubos se incubaron por 30 minutos en baño de agua 
hirviendo. Terminada la incubación, se agregó a cada tubo 930 μl de una 
solución 1:6 (vol/vol) de ácido ascórbico (10% peso/vol): ácido molíbdico. Las 
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muestras se incubaron nuevamente durante 1 hora a 37°C. Finalmente, se 
midió la absorbancia de las muestras a 820 nm. La concentración de las 
vesículas que contenían CL en su composición fue corregida de a acuerdo a la 
relación de 2 grupos fosfatos por molécula de CL y a su proporción en la 
mezcla de lípidos, es decir dividiendo por 1.25. 
 
 
2.5. Transferencia de antroiloxi-derivados de ácidos grasos 
(AOFA) desde FABP hacia SUV 
 
Se realizaron ensayos de transferencia de energía de resonancia para 
estudiar la transferencia de AOFA desde distintas FABP hacia membranas 
artificiales aceptoras siguiendo la técnica descripta por Storch et al. (1990). El 
NBD contenido en las vesículas aceptoras es un quencher de la fluorescencia 
del grupo antroilo de los AOFA, provocando entonces, una disminución en la 
fluorescencia de este último cuando se transfiere desde las FABP hacia las 
SUV. Las distintas FABP fueron incubadas con los AOFA durante 
aproximadamente 10 minutos para permitir que la formación del complejo 
proteína-ligando llegue al equilibrio. El complejo FABP-AOFA fue mezclado con 
vesículas aceptoras utilizando un espectrofluorómetro con módulo de stopped 
flow (Applied Photophysics Limited, UK). La transferencia del ligando 
fluorescente desde las FABP hacia membranas fue seguido como el 
decaimiento en la fluorescencia del AOFA en el tiempo. 
En los experimentos en general, 10-30 μM FAPB fueron incubados con 
1-3 μM AOFA a temperatura ambiente durante 10 minutos previos a iniciar las 
mediciones. El AOFA fue agregado de una solución stock concentrada en 
etanol, quedando una concentración final de etanol en el medio <1% (v/v). Se 
estimó que en una proporción de 10:1 FABP:AOFA, un 95 % del ligando se 
hallaba ligado a la proteína (Hsu et al., 1996). Las condiciones finales de los 
experimentos fueron: 5-15 μM FABP más 0,5-1,5 μM AOFA vs 150-1200 μM 
SUV. El buffer utilizado en los experimentos fue TBS y la temperatura utilizada 
en todos los experimentos fue de 25 °C. 
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La variación de la fluorescencia en el tiempo fue analizada ajustando los 
datos obtenidos a una curva de tipo exponencial simple negativa: 
 
             (5) 
 
donde b corresponde a la velocidad inicial de transferencia del ligando. El 
ajuste de las distintas curvas fue realizado utilizando el software provisto por el 
espectrofluorómetro o procesadas posteriormente con el software SigmaPlot 
(SPSS Inc., UK). Los valores de velocidad fueron tomados del parámetro b que 
tiene unidades de seg-1. 
 
2.5.1. Efecto de la concentración de las vesículas aceptoras.  
Para analizar el efecto de la concentración de las vesículas 
zwitteriónicas, se realiza el experimento a distintas proporciones proteína:SUV. 
Así, a mayor concentración de vesículas, aumenta la frecuencia de choque de 
las proteínas con las membranas, lo que favorece la transferencia de ligandos 
a través de un mecanismo colisional, como el que presenta la proteína IFABP 
nativa. Las concentraciones empleadas de vesículas aceptoras van desde 300 
a 900 µM. 
 
2.5.2. Efecto de la carga superficial de las vesículas aceptoras.  
En este caso el ensayo es equivalente al descripto en el inciso anterior, 
pero con la diferencia de que, para analizar el efecto de la carga superficial de 
las vesículas aceptoras, se fijó la concentración final de las SUV a 300 µM y se 
emplean SUV de distinta composición. El ensayo se repite con SUV 
zwitteriónicas (carga  nula), con SUV que poseen un 25% PS (una carga 
superficial negativa), y con SUV que poseen un 25% CL (dos cargas negativa 
por molécula de fosfolípido).  
 
2.5.3. Efecto de la fuerza iónica del medio.  
Para analizar el efecto del medio en la transferencia de ligandos se 
estudia el efecto de la fuerza iónica. Cambios en la concentración de sales del 
medio pueden alterar la velocidad de transferencia de ligandos cuando el 
𝐅(𝐭) = 𝑨 𝒙 𝒆−𝒃𝒙𝒕 + 𝑪 
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mecanismo es difusional, debido a que se disminuye la solubilidad de 
compuestos hidrofóbicos (Charlton et al., 1982; Constantinides et al., 1985), 
desfavoreciendo así la etapa limitante de este mecanismo. Sin embargo, no se 
ven efectos significativos de apantallamiento de las cargas superficiales por 
debajo de 2000 mM NaCl, por lo que un mecanismo colisional impulsado por la 
interacción electrostática entre la proteína y las vesículas no sería mayormente 
afectado (Kim et al., 1992). 
El ensayo es equivalente al descrito anteriormente, pero con la 
diferencia de que, para analizar el efecto de la concentración de NaCl, se fija la 
concentración final de las SUV zwitteriónicas a 300 µM y se varía la fuerza 
iónica del buffer entre 0 y 2000 mM NaCl.  
 
 
2.6. Ensayos empleando ligandos naturales 
 
2.6.1. Cálculo de la constante de afinidad de LFABP por ligandos 
naturales. 
 Para determinar el Kd de LFABP por ligandos naturales (ácido oleico, 
ácido palmítico y sus respectivos acil-CoAs) se emplearon mutantes puntuales 
de triptófanos cedidos gentilmente por el Dr. David Wilton (mutantes L28W y 
M74W) cuya intensidad de emisión fluorescente es sensible a la unión de los 
ligandos (Hagan et al., 2005). Se preparó una dilución 2 µM del mutante L28W 
en buffer TBS en una cubeta de cuarzo. Se agregaron cantidades crecientes de 
los ligandos en un rango de 0 a 5 µM, se incubó por 3 minutos y se midió la 
fluorescencia excitando a 280nm y midiendo los espectros de emisión entre 
300-400nm. Para el oleoil-CoA se empleó el mutante M74W que demostró ser 
más sensible a este ligando, preparándose un dilución 1 µM de M74W y 
agregando concentraciones crecientes del ligando hasta 10 µM. Las medidas 
de fluorescencia se realizaron a una temperatura de 25ºC. Los datos se 
analizaron como se describió previamente. 
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2.6.2. Cálculo del coeficiente de partición (Kp) de ligandos naturales entre 
LFABP y SUVs.  
El Kp se determinó siguiendo la fluorescencia del triptofano luego del 
agregado de EPC-SUVs a una solución conteniendo la proteína con el ligando. 
Las condiciones iniciales para cada ensayo fueron: 5 µM L28W and 0.5 µM 
ácido oleico o palmítico, 20 µM L28W y 7 µM palmitoil-CoA, y 20 µM M74W con 
7 µM oleoil-CoA. 
El Kp fue calculado ajustando la siguiente ecuación a los datos 
experimentales: 
 
 
            (6) 
 
 
donde Frel, [SUV], [Prot], Kp, a y b son fluorescencia relativa, concentración 
molar de SUV, concentración molar de proteína, cosntante de partición y 
parámetros de ajuste, respectivamente.   
 En el caso de la partición de oleoil-CoA entre M74W y SUVs, la ecuación 
fue la siguiente:  
 
      (7) 
    
 
2.6.3. Transferencia de ligandos naturales desde FABP hacia SUV.  
Las condiciones de los ensayos fueron establecidas empleando los 
valores de Kd y Kp, previamente obtenidos, de la siguiente manera: Kd fue 
usado para asegurar que más del 96% del ligando se encuentra unido a la 
proteína, y Kp para determinar que la relación proteína:SUV es suficiente para 
asegurar la unidireccionalidad de la transferencia desde la proteína hacia las 
SUVs. 
La transferencia de ácido oleico, ácido palmítico y palmitoil-CoA desde la 
proteína hacia membrana es directamente monitoreada por el decaimiento en 
el tiempo de la fluorescencia del triptófano (mutante L28W), mientras que la 
𝐅𝐫𝐞𝐥 =
𝒂 𝒙 𝑲𝒑
𝑲𝒑 +  
[𝑺𝑼𝑽]
[𝑭𝑨𝑩𝑷]
+ 𝒃 𝒙 
[𝑺𝑼𝑽]
[𝑭𝑨𝑩𝑷]
 
𝐅𝐫𝐞𝐥 =
𝒂 𝒙 [𝑺𝑼𝑽]
𝑲𝒑 𝒙  𝑭𝑨𝑩𝑷 + [𝑺𝑼𝑽]
+ 𝒃 𝒙 [𝐒𝐔𝐕] 
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transferencia del oleoil-CoA es evidenciada por un incremento en la 
fluorescencia del triptófano (M74W). Diferentes concentraciones de proteína y 
ligando fueron utilizadas debido a las diferentes afinidades de cada uno de 
ellos por la proteína. Las condiciones finales fueron: 5 µM L28W con 5 µM de 
ácido oleico o palmítico, 12 µM L28W con 4 µM de palmitoil-CoA o 15 µM 
M74W con 4 µM oleoil-CoA, enfrentadas contra 150 a 900 µM de vesículas 
aceptoras en TBS buffer. 
Para analizar la dependencia de la velocidad de transferencia con la 
carga superficial de la membrana, SUVs con 25% de fosfolípidos cargados 
negativamente fueron empleados. También se analizó el efecto de la fuerza 
iónica sobre la cinética de transferencia variando la concentración de NaCl de 0 
a 2 M.   
Todas las curvas fueron ajustadas por una simple exponencial. Para 
cada condición experimental, se realizaron al menos cinco replicados. Valores 
promedios de tres o más experimentos individuales son reportados. 
 
 
2.7. Ensayos de quenching por acrilamida de los mutantes 
puntuales de IFABP 
  
La acrilamida es un “quencher” de triptófano ampliamente utilizado. Por 
ser soluble en medio acuoso, puede emplearse para determinar el grado de 
exposición al solvente de los residuos de triptófano analizados en la proteína. 
La reacción de quenching involucra un contacto físico entre el “quencher” y el 
anillo indol y puede representarse por el siguiente esquema: 
                          
M* + Q ↔  (M*----Q) → M + Q + ∆ 
 
(M*----Q) es el complejo formado entre M* y el Q, este complejo luego se 
disocia y disipa la energía del estado excitado como calor. El quenching de los 
triptófanos fue analizado utilizando la ecuación de Stern-Volmer: 
 
 
   (8) 
 
𝑭
𝑭𝒐
= 𝟏 + 𝑲𝒔𝒗 𝒙 [𝑸] 
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donde Fo y F es la intensidad en la fluorescencia en ausencia y presencia del 
quencher, respectivamente, Ksv es la constante de quenching y [Q] es la 
concentración del quencher.  
El stock de acrilamida utilizado fue una solución acuosa de 5 M. Sobre 
una dilución 5 µM de cada uno de los mutantes se agregó acrilamida creciente 
hasta 400 mM. Se excitó a 295nm y se midió la emisión entre 300-400nm. Se 
dejó incubar tres minutos luego de cada agregado de acrilamida. 
 
 
2.8. Determinación de la profundidad de penetración en 
membranas lipídicas  de los mutantes puntuales de IFABP 
empleando el método de parallax quenching 
 
La ecuación de quenching de Perrin, utilizada para analizar quenching 
estáticos de un fluoróforo y un quencher distribuídos al azar, puede ser 
extendida para el análisis de quenching en membranas.  Considerando al 
quencher y al fluoróforo en dos planos separados a una distancia Z, 
distribuidos al azar dentro de cada plano. El quenching de un fluoróforo en un 
plano (profundidad) dentro de una membrana con un quencher en otro plano 
paralelo estaría dado por: 
 
 
        (9) 
 
 
cuando Z<Rc, donde F es la fluorescencia de la muestra conteniendo el 
fluoróforo y el quencher, Fo es la fluorescencia de la muestra conteniendo el 
fluorofóro pero no el quencher, Z es la distancia entre los planos que contienen 
al fluoróforo y al quencher, y C es la concentración del quencher en moléculas 
de quencher por Å2 de membrana (calculada como: fracción molar de lípido 
quencher en total lípido/70 Å2, asumiendo la usual área superficial de 70 Å2 por 
lípido) (Chattopadhyay & London et al., 1987). La expresión (Rc2-Z2)1/2 de la 
𝑭
𝑭𝒐
= 𝒆−𝝅 
 𝑹𝒄𝟐−𝒁𝟐 
𝟐
=  𝒆−𝝅𝑹𝒄
𝟐𝐂+ 𝝅𝒁𝟐𝐂 
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ecuación da el radio del área circular quencheada por cada quencher dentro 
del plano que contiene al fluoróforo. F/Fo=1 cuando Z>Rc. 
Si el quenching es medido en dos ensayos, uno con un quencher 
ubicado en una localización poco profunda en la membrana (quencher 1) y un 
segundo ensayo con un quencher más profundo (quencher 2), entonces la 
relación de la fluorescencia entre los dos ensayos estaría dada por: 
 
 
                    (10) 
 
donde F1 es la fluorescencia en presencia del quencher mas superficial, F2 es 
la fluorescencia en presencia del quencher mas profundo, Z1f es la distancia 
entre el plano del fluoróforo y el plano donde se encuentra el quencher mas 
superficial, Z2f es la distancia entre el plano del quencher mas profundo y el 
fluoróforo. Si la localización de los quenchers es conocida, la ecuación puede 
ser reordenada a la siguiente expresión: 
 
 
    (11) 
 
 
donde Zcf es la distancia transversal desde el plano del centro de la bicapa al 
plano conteniendo el fluoróforo, Lc1 es la distancia transversal desde el centro 
de la bicapa al quencher superficial, y L12 es la distancia transversal entre el 
quencher profundo y el quencher superficial.  
Para los ensayos se preparó una dilución 5 µM de cada uno de los 
mutantes puntuales de triptófano de IFABP en TBS en cubetas de cuarzo en un 
volumen final de 1 ml. Se agregó concentración creciente desde 0 hasta 42 µM 
de LUVs preparadas con lípidos brominados  (100%). Los lípidos empleados 
fueron 1-palmitoyl-2-(6,7-dibromo)stearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine [(6-
7BR)PC], 1-palmitoyl-2-(9,10-dibromo)stearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
[(9-10BR)PC] y 1-palmitoyl-2-(11,12-dibromo)stearoyl-sn-glycero-3-
𝑭𝟏
𝑭𝟐
=  
𝒆−𝝅𝑹𝒄
𝟐𝐂+ 𝝅𝒁𝟏𝒇
𝟐𝐂
𝒆−𝝅𝑹𝒄
𝟐𝐂+ 𝝅𝒁𝟐𝒇
𝟐𝐂
 
𝒁𝒄𝒇 = 𝑳𝒄𝟏 +  
−𝐥𝐧  
𝑭𝟏
𝑭𝟐
 
𝝅𝐂 
 −  𝑳𝟏𝟐
𝟐 𝟐𝑳𝟏𝟐   
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phosphocholine [(11-12BR)PC]. Se dejó incubar tres minutos y se midió el 
espectro de emisión entre 310-400nm excitando a 295nm.  
Para el cálculo de la profundidad de penetración del triptófano en la 
membrana se realizó un promedio de las profundidades calculadas con la 
ecuación 11 de los pares (6-7BR)PC y (9-10BR)PC, y los pares (6-7BR)PC y 
(11-12BR)PC. Para estudiar como la carga afecta la interacción de la proteína 
con la membrana, se construyeron vesículas 25%Cl-75%BrPC en TBS 1mM 
EDTA. Como control se usaron vesículas 25%EPC-75%BrPC.  
Para analizar el efecto de la fuerza iónica sobre la interacción proteína-
membrana, se enfrentó a los mutantes de triptófano versus 100% BrPC en 
diferentes concentraciones de ClNa (500, 750 y 1000 mM).  
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Resultados y Discusión 
 
1. Unión y transferencia de ligandos naturales desde la 
proteína que une ácidos grasos de hígado (LFABP) 
hacia membranas 
 
La LFABP, como ya se ha mencionado anteriormente, posee 
características particulares dentro de la familia de las FABP. Posee dos sitios 
de unión para ácidos grasos (Thompson et al., 1997; He et al., 2007), es capaz 
de unir una gran variedad de ligandos hidrofóbicos además de LCFAs como, 
por ejemplo, acil-CoAs y sales biliares (Wilkinson et al., 1987; Burrier et al., 
1987; Thumser et al., 1994) y muestra un mecanismo “difusional” de 
transferencia de ligandos desde la proteína hacia membranas (Hsu et al., 1996; 
Córsico et al., 2004; Franchini et al., 2008). Estas características convierten a la 
LFABP en un objeto de estudio particularmente interesante. 
La sustitución de un residuo en la región portal de LFABP por un 
Triptofano ha generado variantes de la proteína cuya intensidad de emisión 
fluorescente es muy sensible a la unión de ligandos. Estos mutantes mantienen 
tanto su integridad estructural como su capacidad de unión a ligandos (Hagan 
et al., 2005). La unión de ácidos grasos y palmitoil-CoA al mutante L28W 
produce un aumento en la intensidad de fluorescencia del triptófano 
incorporado, y se ha propuesto que este aumento en la fluorescencia es 
causado por cambios conformacionales en el sitio 2 de LFABP que reducen el 
quenching que producen sobre el Trp grupos polares cercanos. Por otro lado, 
la reducción de la intensidad de fluorescencia del mutante M74W ocasionada 
por la unión del oleoil-CoA se ha relacionado al hecho de que el pirofosfato del 
grupo CoA se encuentra adyacente a la posición 74 proporcionando un entorno 
de quenching al Trp allí localizado. La sensibilidad mostrada por estas LFABP 
mutantes a la interacción con lípidos nos permitió monitorear directamente la 
transferencia de ligandos naturales desde la proteína hacia membrana. Los 
triptófanos introducidos reportan acerca del segundo sitio de unión al ligando, 
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localizado dentro de la región portal, en el cuál el ácido graso es unido con 
menor afinidad (Thompson et al., 1997; He et al., 2007). 
Como ya se ha mencionado, la caracterización funcional in vitro del 
mecanismo de transferencia de análogos fluorescentes de ácidos grasos desde 
LFABP hacia membranas fosfolipídicas se realizo mediante ensayos de FRET 
(Hsu et al., 1996; Córsico et al., 2004; Franchini et al., 2008). Dichos estudios 
han demostrado que, en concentraciones de NaCl fisiológicas, la transferencia 
de análogos fluorescentes de ácidos grasos desde LFABP a membranas 
parece transcurrir a través de un mecanismo de difusión acuosa, mientras que 
la transferencia empleada por otros miembros de la familia de las FABP ocurre 
por medio de un mecanismo colisional en el cuál sería necesario un contacto 
físico entre la proteína y la membrana (Wootan et al., 1994; Herr et al., 1996; 
Hsu et al., 1996; Córsico et al., 1998; Thumser et al., 2001; Falomir-Lockhart et 
al., 2011). 
La posibilidad de contar con variantes de LFABP sensibles a la unión del 
ligando ha posibilitado, por primera vez, estudiar la capacidad de LFABP para 
transferir una gran variedad de ligandos fisiológicos hacia membranas haciendo 
uso de las variaciones en la intensidad de fluorescencia del Trp causadas por 
la liberación del ligando cuando la proteína es enfrentada con membranas 
modelo. De esta manera es posible determinar los parametros cinéticos de 
transferencia de ligandos naturales desde LFABP hacia membranas.  
 
 
1.1. Unión de antroiloxi-derivados de ácidos grasos 
 
Para confirmar que las mutaciones introducidas en la LFABP no 
produjeron cambios en la funcionalidad de los mutantes en relación a la 
proteína nativa, se determinó la constante de disociación (Kd) del complejo 
proteína-ligando empleando análogos fluorescentes de ácidos grasos (AOFA) y 
se comparó el valor de Kd obtenido para los mutantes con el obtenido para la 
LFABP salvaje (wtLFABP). El AOFA empleado fue el antroiloxi derivado del 
ácido oleico (12AO). La fluorescencia del grupo antroiloxi se incrementa 
marcadamente cuando se introduce en un entorno hidrofóbico como lo es el 
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dominio de unión de la LFABP. Este aumento en la fluorescencia es una 
medida directa de la unión del ligando a la proteína y permite el seguimiento de 
la formación del complejo LFABP-ligando y obtener, de este modo, el valor de 
Kd. A pesar de que LFABP posee dos sitios de unión para ácidos grasos, los 
resultados obtenidos para el 12AO muestran una estequiometria 1:1, 
posiblemente debido a impedimentos estéricos ocasionados por el voluminoso 
grupo antroiloxi que impediría la entrada de una segunda molécula. El valor de 
Kd obtenido para el equilibrio entre el 12AO y los mutantes L28W y M74W 
fueron de 0.4 ± 0.3 µM y 0.4 ± 0.4 µM, respectivamente. Los valores de Kd 
obtenidos para los mutantes son similares a los hallados para wtLFABP (0.6 ± 
0.1 µM), lo que demuestra que no existe un cambio significativo en la afinidad 
de los mutantes por el ligando estudiado. En la Figura 5 se muestran los 
espectros de un ensayo representativo para L28W (panel A) y M74W (panel C), 
y el ajuste no lineal para un sitio de unión por molécula de proteína para L28W 
(panel B) y M74W (panel D). 
Asimismo, la intensidad de máxima fluorescencia de emisión del 12AO 
unido a wtFABP y a los mutantes es a 442nm, lo que indicaría que no se 
produjo un cambio significativo en la polaridad de la cavidad de unión.      
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Fig 5. Titulación fluorimétrica del 12 AO. Aumento de la fluorescencia del 12AO con cada 
agregado de L28W (A) o M74W (C). La fluorescencia a 450nm se empleó para calcular el Kd. 
En las figuras B y D se observa el ajuste no lineal que describe la unión del ligando a un solo 
sitio de la proteína para L28W y M74 W, respectivamente. 
 
 
1.2. Partición de equilibrio de antroiloxi-derivados de ácidos 
grasos  
 
La determinación de las afinidades relativas del 12AO entre los mutantes 
puntuales y las EPC-SUV también sirve como un parámetro de la integridad del 
sitio de unión de ligandos. En la Figura 6 se muestra un ensayo representativo 
de la titulación del complejo L28W-12AO ó M74W-12AO preformado con 
cantidades crecientes de EPC-SUV conteniendo el quencher NBD-PC (panel A 
y C), y el ajuste empleado para el cálculo del valor de Kp como se describe en 
materiales y métodos (panel B y D). Ambos mutantes mostraron valores de Kp 
similares al de la proteína nativa, evidenciando una preferencia del 12AO por la 
proteína respecto a las membranas fosfolipídicas, en concordancia a los 
valores publicados anteriormente (KpL28W = 14.2 ± 0.9 µM SUV/µM Prot, KpM74W 
= 7.4 ± 0.7 µM SUV/µM Prot, KpwtLFABP = 11 ± 6 µM SUV/µM Prot) (Franchini et 
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al. 2008). Estos resultados muestran que el sitio de unión no ha sufrido 
alteraciones conformacionales significativas y, además, que pueden emplearse 
las mismas proporciones de SUV:proteína para configurar los ensayos de 
transferencia de los ligandos que para la proteína nativa.   
 
Fig 6. Determinación de la constante de partición del 12 AO entre la proteína y EPC-SUV. 
Titulación fluorométrica del complejo L28W/12AO (A) o M74W/12AO (C) con cantidades 
crecientes de EPC-SUV conteniendo un 10 mol % de NBD-PC, que actúa como aceptor FRET 
del grupo antroiloxi. La fluorescencia a 450nm se empleó para calcular el Kp. En las figuras B y 
D se observa el ajuste de los datos experimentales mediante fórmulas descriptas en materiales 
y métodos. 
 
 
1.3. Transferencia de 12 AO desde los mutantes puntuales de 
LFABP 
 
Se estudió el efecto de las mutaciones sobre las propiedades de 
transferencia de ligandos hacia membranas fosfolipídicas artificiales. 
Empleando un ensayo de FRET (Figura 7), se analizó la transferencia del 
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antroiloxi-derivado del ácido oleico (12AO) hacia vesículas fosfolipídicas, que 
contienen el aceptor FRET NBD-PC, a distintas concentraciones para 
determinar si las mutaciones introducidas afectaron el mecanismo de 
transferencia. 
 
 
Fig 7. Ensayo de transferencia de AOFA. En el panel A se muestra un esquema del ensayo 
cinético de transferencia de energía de resonancia que permite analizar la transferencia de 
derivados fluorescentes de FA entre FABP y membranas modelo. El panel B muestra los datos 
de fluorescencia en función del tiempo, y su ajuste a una exponencial simple de 3 parámetros a 
partir del cual se obtiene la velocidad de transferencia de los AOFA 
 
Un aumento proporcional en la velocidad de transferencia en función de 
la concentración de SUV es referido a un mecanismo “colisional” de 
transferencia donde la etapa limitante es la interacción efectiva entre la 
proteína y la membrana, y es diferente del mecanismo “difusional”, en el cual la 
etapa limitante de la velocidad es la disociación del complejo proteína-ligando y 
no se observa un incremento proporcional en la velocidad a mayor 
concentración de SUV (Córsico et al., 1998; Córsico et al., 2004; Córsico et al., 
2005; Falomir-Lockhart et al, 2006; Franchini et al., 2008). Para distinguir entre 
ambos mecanismos, se examinó la transferencia de AOFA desde las proteínas 
mutantes hacia membranas zwitteriónicas en función de la concentración 
creciente de SUV y se comparó con el comportamiento que muestra la proteína 
nativa de LFABP.   
Los resultados obtenidos cuando a una concentración fija del complejo 
proteína-ligando se la enfrentó con concentraciones crecientes de EPC-SUV 
(Figura 8), no muestran un incremento significativo en la velocidad de 
transferencia (conforme al análisis de varianza de Fisher). Estos resultados 
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confirman que los mutantes de LFABP mantienen el mecanismo difusional de 
transferencia del 12AO hacia membrana y, a su vez, los valores (Tabla III) se 
encuentran en el mismo orden que los obtenidos para la transferencia del 
12AO desde la wtLFABP que es de 0.03 ± 0.02 s-1 cuando se enfrentan a 
300µM de SUVs (Hsu et al., 1996; Córsico et al., 2004; Franchini et al., 2008).  
 
 
 
Fig 8. Efecto de la Concentración de SUV sobre la velocidad de transferencia de AOFA. 
Curva representativa de la transferencia del 12 AO desde L28W (A) o M74W (C) hacia 
membranas NBD-EPC. La velocidad de transferencia no se ve afectada por la concentración de 
las vesículas aceptoras (300-900 µM) como se ve en las figuras B y D (L28W y M74W, 
respectivamente). 
 
Tabla III. Velocidades de transferencia de 12AO para los mutantes de LFABP 
Mutante LFABP Concentración de vesícula 
  
300µM 
 
600µM 
 
900µM 
L28W 
 
0.05 ± 0.01 0.06 ± 0.01 0.06 ± 0.02 
M74W 0.05 ± 0.01 0.05 ± 0.01 0.06 ± 0.01 
Los datos son el promedio ± desvio estándar de valores obtenidos en tres experimentos independientes 
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Los resultados obtenidos en 1.1, 1.2 y 1.3 muestran que la unión, 
partición y transferencias de AOFA están en el mismo orden que aquellos 
obtenidos para la proteína salvaje. Esto indica que la sustitución de Trp por Leu 
y Trp por Met en las posiciones 28 y 74, respectivamente, no han introducido 
cambios en las propiedades biofísicas analizadas. Estos resultados junto a los 
obtenidos de los experimentos de dicroísmo circular (Hagan et al., 2005) 
sugieren que las mutaciones introducidas en la región portal no han generado 
cambios significativos en la conformación de la proteína. 
 
 
1.4. Unión de ligandos naturales 
 
LFABP presenta dos sitios de unión para los ácidos grasos, un sitio de 
alta afinidad (sitio 1) ubicado en el core hidrofóbico del barril beta y un sitio de 
menor afinidad (sitio 2) ubicado en la región portal y en el cuál el grupo 
carboxílico del ácido graso unido queda expuesto al solvente (Figura 9). 
 
 
Fig 9. Esquema de LFABP con dos ligandos unidos (Código 1LFO). Representación de 
LFABP donde se muestran las posiciones 28 y 74 y la ubicación de los ácidos oleicos unidos.  
 
El mutante L28W exhibe una baja intensidad de emisión fluorescente 
cuando es excitado a 280nm (Hagan et al., 2005), lo que da indicios de que el 
triptófano estaría siendo quencheado por un grupo polar dentro de la 
apoproteína. Un análisis de la estructura de la proteína sugiere que los 
residuos en las proximidades de la Tyr-54 y el turn βCβD están colocados 
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adecuadamente para interactuar con el Trp-28 y provocar el quenching de su 
fluorescencia. La unión de ligandos al mutante produce un aumento en la 
intensidad de fluorescencia del triptófano (Figura 10) probablemente debido a 
que esta unión produce un cambio en la conformación del sitio 2 de la proteína 
lo que reduciría el quenching del triptófano por el alejamiento de los residuos 
con los cuales interacciona. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 10. Espectro de emisión del mutante L28W. El agregado de ácido oleico 
produce un incremento en la intensidad de fluorescencia del triptófano 28. 
 
 
Haciendo uso de esta propiedad se analizó la interacción de distintos 
ligandos naturales a la proteína. En particular, se estudió la unión de los ácidos 
grasos oleico y palmítico y sus respectivos acil-CoAs, oleoil-CoA y palmitoil-
CoA. La curva de unión de los ácidos oleico y palmítico al mutante L28W 
(Figura 11) muestra un comportamiento sigmoideo lo que sugiere que estos 
ligandos presentarían una unión cooperativa, o sea, que la presencia de 
ligando en el sitio 1 facilitaría la unión de ligando al sitio 2.  
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Fig 11. Unión de ácidos grasos. Aumento en la intensidad de fluorescencia del triptófano por 
la unión del ácido oleico (A) o el ácido palmítico (B) a una solución 2 µM del mutante L28W 
(λex = 280nm y λem = 340nm). Los datos fueron ajustados con la ecuación de Hill.   
 
El ajuste de los datos experimentales se realizó empleando la ecuación 
de Hill. Para ambos ligandos, el parámetro n dio valores cercanos a 2, lo cual 
confirma que LFABP tendría dos sitios de unión a ligandos como se vio por 
estudios de cristalografía y RMN (Thompson et al., 1997; He et al., 2007). A su 
vez, la constante (Khill) obtenida para los dos ligandos difiere en, 
aproximadamente, un orden de magnitud (Tabla IV). 
La unión de los ácidos grasos activados muestra marcadas diferencias 
con respecto a la unión de los ácidos grasos. Para estudiar la interacción del 
palmitoil-CoA se empleó el mutante L28W debido a que, al igual que los ácidos 
grasos, produce un aumento en la intensidad de fluorescencia de emisión del 
triptófano de este mutante. Sin embargo, para analizar la unión del oleoil-CoA 
se empleó el mutante M74W que demostró ser más sensible a este ligando 
(Hagan et al., 2005). La unión del oleoil-CoA al mutante M74W produce un 
decaimiento en la intensidad de fluorescencia (Figura 12) probablemente 
debido a que el grupo pirofosfato del CoA, el cual es adyacente a la posición 
74, produciría un quenching del triptófano.   
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Fig 12. Espectro de emisión del mutante M74W. El agregado de oleoil-CoA 
produce un decaimiento en la intensidad de fluorescencia del triptófano 74. 
 
El Kd obtenido para el oleoil-CoA (Tabla IV) fue similar a los valores 
determinados por estudios de desplazamiento (Hagan et al., 2002). A diferencia 
de los ácidos grasos, los acil-CoAs estudiados no muestran una curva 
sigmoidea y se ajustan con una ecuación de simple sitio (Figura 13).   
 
 
Fig 13. Unión de ácidos grasos activados. Aumento en la intensidad de fluorescencia del 
mutante L28W (2 µM) por la unión del palmitoil-CoA (A). Unión de oleoilCoA (B) al mutante 
M74W (2 µM). Debido a que el oleoil-CoA produce un decaimiento en la fluorescencia, en el eje 
Y se representa (1 – fluorescencia relativa). (λex = 280nm y λem = 340nm). 
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Dado que los dos acil-CoAs estudiados tienen similar afinidad por sus 
respectivos mutantes, probablemente LFABP no mostraría preferencia alguna 
entre palmitoil-CoA y oleoil-CoA.  
En conjunto, estos resultados muestran que la unión de los ácidos 
grasos oleico y palmítico al mutante L28W presenta un efecto cooperativo entre 
los sitios 1 y 2 en concordancia con trabajos previos (Hagan et al., 2005). De 
hecho, la estructura cristalina de LFABP con dos oleatos unidos ya había 
indicado que el llenado del sitio 2 (baja afinidad) parece depender de la 
presencia de ácido oleico en el sitio 1 (alta afinidad) (Thompson et al., 1997). 
Una posible explicación para interpretar la unión cooperativa vista para los 
ácidos grasos podría ser que la unión del primer ligando a la LFABP 
desencadenaría la expansión de la cavidad de la proteína que pondría a 
disposición una superficie hidrofóbica compatible para la unión del segundo 
ligando. Por otra parte, el análisis del mapa de potencial electrostático de la 
estructura de RMN de la apo-LFABP, a fin de comprender como las moléculas 
de oleato entran a la cavidad de LFABP (He et al., 2007), indica que una vez 
que el grupo carboxilato del primer oleato establece interacciones favorables en 
el sitio de unión, una reorientación de la cadena lateral genera un segundo sitio 
de unión hidrofóbico que acomoda al segundo ligando. Los resultados 
obtenidos en este trabajo de tesis muestran que la afinidad por el ácido 
palmítico parece ser mayor que la afinidad por el ácido oleico como reflejan los 
valores de K’ (ver Tabla IV). Es posible que esta diferencia obtenida en los 
valores de K’ para los dos ácidos grasos analizados pueda ser consecuencia 
de la interacción con diferentes residuos en la cavidad de unión lo que a su vez 
induce diferentes cambios conformacionales para generar el segundo sitio de 
unión. También es importante señalar que la termodinámica de unión de los 
ácidos grasos a LFABP es diferente a la de otros miembros de la familia, 
incluyendo significativos factores entrópicos (Rolf et al., 1995), lo que sugiere 
que los efectos hidrofóbicos juegan un papel más importantes durante los 
procesos de unión comparado con los otros miembros de la familia. Es posible 
que este efecto hidrofóbico inusual surja de la interacción de los ligandos con 
residuos no polares de la proteína y entre sí. Por lo tanto, otro posible 
mecanismo para explicar la cooperatividad observada es que la unión del 
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primer ligando proporciona una superficie de unión para el segundo ligando a 
través de una interacción directa ligando-ligando, con la consecuente expulsión 
de moléculas de agua. Alternativamente, la cooperatividad podría resultar de 
fenómenos alostéricos, donde el ácido oleico unido induce cambios 
conformacionales en la proteína, como ha sido propuesto para la unión de 
sales biliares a la proteína que une ácidos biliares (Toke et al., 2007). 
En contraste con las características de unión presentadas por los ácidos 
grasos, palmitoil-CoA y oleoil-CoA no presentan efectos cooperativos. Esto 
puede interpretarse como si LFABP tuviese un solo sitio de unión para los acil-
CoAs, consistentes con predicciones basadas en el modelado molecular 
(Thompson et al., 1999). Otra explicación sería que, si bien la LFABP de rata 
mantiene la estequiometria 2:1 para los acil-CoAs (Rolf et al., 1995), la forma 
de la curva de titulación para ambos acil-CoAs implicaría que los sitios de unión 
serían independientes el uno del otro. Es muy interesante notar también que 
las afinidades obtenidas tanto para el palmitoil-CoA como para el oleoil-CoA 
por sus respectivos mutantes son muy similares, probablemente indicando que 
LFABP no muestra preferencia alguna entre estos dos ligandos. Estudios de 
desplazamiento confirman esta falta de sensibilidad (Di Prieto et al., 2000). 
 
 
1.5. Equilibrio de partición de ligandos naturales entre LFABP y 
membrana 
 
Como ya se describió previamente, la constante de partición (Kp) 
describe la afinidad relativa de un ligando entre la proteína y la membrana.  
En la Figura 14 se muestra un ensayo representativo de la titulación del 
complejo L28W-oleico preformado con cantidades crecientes de EPC-SUV.  
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Fig 14. Titulación fluorométrica del complejo L28W-oleico con cantidades 
crecientes de EPC-SUV. Al aumentar la concentración de SUV el oleico es 
desplazado  hacia membrana y la fluorescencia a 340nm del triptófano 28 
disminuye. 
 
El Kp se determinó añadiendo EPC-SUV a una solución del complejo 
preformado de L28W-oleico o L28W-palmítico. Con los sucesivos agregados de 
SUVs, se observa un decaimiento en la emisión fluorescente debido al 
desplazamiento del ácido  graso hacia las vesículas. Para cuantificar los 
valores de Kp se ajustaron los datos experimentales con las ecuaciones 
detalladas en materiales y métodos. Los Kp obtenidos fueron 4.0 ± 0.6 µM 
SUV/ µM LFABP y 13 ± 2 µM SUV/ µM LFABP para el oleico y palmítico, 
respectivamente (Figura 15 y Tabla IV). Estos resultados indican una partición 
preferencial de ambos ligandos hacia la proteína relativo a las membranas. A 
su vez, para el ácido palmítico es más marcado este comportamiento. 
Los acil-CoAs muestran una gran diferencia en sus valores de Kp. El 
obtenido para el palmitoil-CoA fue aproximadamente veinte veces mayor que el 
hallado para el oleoil-CoA, lo que indica una muy alta partición preferencial del 
palmitoil-CoA al mutante L28W relativo a las SUV. A su vez, el oleoil-CoA no 
muestra preferencia alguna por la proteína o las membranas. 
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Fig 15. Partición de equilibrio de los ácidos grasos y los acil-CoAs entre LFABP y 
membranas. El Kp fue determinado a 25ºC a partir de una solución 0.5 µM oleico o palmítico y 
5 µM L28W, 7 µM Palmitoil-CoA y 20 µM L28W o 7 µM oleoil-CoA y 20 µM M74W con 
concentraciones crecientes de EPC-SUVs en TBS. (λexc=280nm, λem=340nm), los datos fueron 
ajustados como se detalla en materials y métodos. Cinco experimentos independientes fueron 
realizados para calcular el valor de Kp. 
 
 
Tabla IV. Constantes de disociación y equilibrio de partición*. 
Mutante 
LFABP 
L28W M74W 
  
Ácido 
palmítico 
 
Ácido oleico 
 
Palmitoil-CoA 
 
Oleoil-CoA 
 
Kd 
 
   
0.8 ± 0.4 µM 
 
1.1 ± 0.8 µM 
Cooperatividad Sí Sí No No 
     
K’† 0.07 ± 0.04 0.4 ± 0.2   
     
Kp (µM SUV/µM 
LFABP) 
13 ± 2 4.0 ± 0.6 21 ± 4  1.1 ± 0.2 
     
*Los datos son el promedio ± desvio estándar de valores obtenidos en tres experimentos separados 
† Constante de la ecuación de Hill. 
 
 
El valor de Kp es utilizado al momento de configurar el sistema en el 
ensayo de transferencia para garantizar que se observará un fenómeno de 
0
0.2
0.4
0.6
0.8
1
0 10 20 30 40
Fl
u
o
re
sc
e
n
ci
a 
R
e
la
ti
va
[SUV]/[LFABP]
Ácido oleico
Ácido palmítico
palmitoil-CoA
Oleoil-CoA
Tesis Doctoral  Eduardo De Gerónimo 
83 
 
transferencia unidireccional y, de ese modo, simplificar el análisis de las curvas 
de cinética de transferencia. 
Los valores de Kp obtenido para el ácido palmítico y su forma activada 
indicarían que estos ligandos tienen una marcada preferencia por la proteína 
respecto a la membrana comparada al ácido oleico y su éster. A pesar de que 
la afinidad de la proteína por el oleoil-CoA y el palmitoil-CoA es similar, su 
partición de equilibrio hacia membranas muestra una marcada diferencia. El 
palmitoil-CoA presenta un valor de Kp aproximadamente veinte veces mayor 
que el mostrado por el oleoil-CoA, el cual no mostró preferencia por ninguna de 
las dos fases en particular. Es posible que la localización del oleoil-CoA y el 
palmitoil-CoA dentro de la cavidad de unión sea distinta, probablemente debido 
a las diferencias en la estructura de la cadena carbonada, permitiendo al oleoil-
CoA distribuirse más fácilmente hacia la membrana. Otro factor que contribuye 
a esta diferencia podría deberse al diferente grado de exposición del grupo 
CoA al entorno. La interpretación de los valores obtenidos de Kp para los 
ácidos grasos podría ser aun más difícil teniendo en cuenta que en el equilibrio 
el ligando puede tener tiempo para el intercambio entre un sitio y el otro en la 
cavidad de unión, por lo que se podría estar censando indirectamente el 
ligando unido a ambos sitios. A su vez, la diferencia observada en el Kp del 
palmítico comparada con la del oleico podría ser una consecuencia de sus 
distintos Kds. 
 
 
1.6. Transferencia de ligandos naturales desde LFABP hacia 
membrana 
 
Para distinguir qué mecanismo de transferencia emplea LFABP para 
transferir ligandos naturales hacia membrana se realizó el ensayo: 1) 
modificando la concentración de las membranas zwitteriónicas aceptoras; 2) 
modificando la composición de las membranas aceptoras por incorporación de 
PL aniónicos, y 3) modificando la fuerza iónica del medio. 
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1.6.1. Efecto de la concentración de vesículas. 
 
Se analizó la transferencia de ácido oleico, palmítico y palmitoil-CoA 
desde el mutante L28W y de oleoil-CoA desde M74W hacia membrana. Todas 
las transferencias con el mutante L28W se siguieron por una disminución en la 
fluorescencia del triptófano cuando el ligando es cedido a la membrana, 
mientras que para el mutante M74W se siguió por un aumento en la 
fluorescencia del triptófano cuando el oleoil-CoA es transferido (Figura 16).  
 
 
 
 
Fig 16. Transferencia de ligandos naturales. Curva representativa de la transferencia del 
ácido oleico desde L28W (A) y el oleoil-CoA desde el M74W (B) hacia membranas EPC-SUV. 
La fluorescencia del triptófano se siguió excitando a 280nm y la emisión a 340nm. 
 
La velocidad de transferencia de los ácidos grasos desde la LFABP 
mutante hacia EPC-SUV obtenida fue doscientas veces más rápida que la 
velocidad mostrada para el análogo fluorescente 12AO. Los valores obtenidos 
para el ácido oleico fueron 17s-1 ± 2, 20s-1 ± 2 y 23s-1 ± 3 y para el palmítico 
24s-1 ± 2, 26s-1 ± 6 y 29s-1 ± 6 cuando la concentración de  SUVs fue 150, 300 
y 600 µM, respectivamente (Figura 17). Las velocidades obtenidas fueron 
insensibles al aumento en la concentración de vesículas, lo que indicaría que 
los ácidos grasos oleico y palmítico presentan el mecanismo “difusional” 
observado para los análogos fluorescentes. 
Del mismo modo, la velocidad de transferencia del palmitoil-CoA desde 
el mutante L28W hacia concentraciones crecientes de EPC-SUV no se vio 
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afectada por los niveles del aceptor y las velocidades obtenidas fueron del 
mismo orden que para los ácidos grasos. Por otro lado, la velocidad de 
transferencia hallada para el oleoil-CoA es casi tres veces más rápida  que la 
transferencia del oleico, palmítico y palmitoil-CoA y parece tener relativa 
sensibilidad a la concentración de vesículas (Figura 17). Esto podría indicar un 
diferente mecanismo de transferencia cuando el ligando cargado en la proteína 
es el oleoil-CoA.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 17. Efecto de la concentración de vesículas sobre la velocidad de transferencia de 
ligandos naturales. Al complejo preformado proteina-ligando se lo enfrentó a concentraciones 
crecientes de EPC-SUV. Las concentraciones finales fueron: 5 µM AO o AP con 5 µM L28W a 
150-600 µM SUV, ó 4 µM palmitoil-CoA con 12 µM L28W a 300-900 µM SUV, ó 4 µM oleoil-
CoA con 15 µM M74W a 150-600 µM SUV. La velocidad de transferencia (promedio ± DS) de 
cinco o más experimentos es mostrada. El análisis de varianza de Fisher fue usado para 
comparar si los valores de los conjuntos de datos numéricos son significativamente diferentes. 
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1.6.2. Efecto de la fuerza iónica del medio. 
 
En el mecanismo de transferencia difusional, la velocidad de 
transferencia de un ligando hidrofóbico desde una proteína hacia una 
membrana aceptora estará modulada por factores que alteren la solubilidad en 
agua del ligando (Hsu et al., 1996), un ejemplo sería el aumento de la fuerza 
iónica del medio. En este sentido, se encuentra bien documentada la 
disminución de la concentración micelar crítica (CMC) de compuestos anfifílicos 
debido a un aumento de la concentración de sales del medio (Charlton et al., 
1982; Constantinides et al., 1985). En este sentido, la velocidad de 
transferencia del ligando se ve disminuída con el aumento de la fuerza iónica 
del medio. Al contrario, para una proteína del tipo “colisional”, como la IFABP, 
se espera que la velocidad de transferencia sea independiente de la fuerza 
iónica del medio a concentraciones de NaCl relativamente bajas.  
La velocidad de transferencia del ácido oleico, palmítico, palmitoil-CoA y 
oleoil-CoA desde LFABP hacia membrana fue determinada como función de 
concentraciones crecientes de NaCl. Todos los ligandos mostraron un marcado 
descenso en su velocidad de transferencia cuando la concentración de NaCl 
fue variada desde 0 a 2 M (Figura 18).  
Estos experimentos apoyan el mecanismo difusional propuesto para la 
transferencia de los ligandos naturales. El mismo comportamiento fue 
observado para los análogos fluorescentes empleados previamente (Hsu et al., 
1996; Córsico et al., 2004). Es más, este descenso en la velocidad de 
transferencia de ligandos ante un incremento en la fuerza iónica del medio fue 
observado para diferentes proteínas del tipo “difusional”. 
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Fig 18. Efecto de la fuerza iónica sobre la velocidad de transferencia de ligandos 
naturales. Transferencia desde el complejo preformado Proteina-ligando preparado incubando 
5 µM AO ó AP con 5 µM L28W, ó 4 µM palmitoil-CoA con 12 µM L28W, ó 4 µM oleoil-CoA con 
15 µM M74W. La concentración de vesículas aceptoras fue 300 µM. La concentración de NaCl 
se incrementó desde 100 hasta 2000 mM. Velocidad de transferencia (promedio ± DS) de cinco 
o más experimentos es mostrada. 
  
 
1.6.3. Efecto de la carga superficial de las vesículas. 
 
Cambios en la densidad de carga de la superficie de las vesículas 
aceptoras pueden afectar la velocidad de transferencia de los ligandos desde la 
proteína hacia vesículas lipídicas si hay involucradas interacciones 
electrostáticas entre la proteína dadora y las membranas aceptoras. Al 
contrario, en el caso de una difusión acuosa, es esperable que las 
características de las membranas aceptoras no afecten la velocidad de 
transferencia en las condiciones donor:aceptor empleadas en estos 
experimentos, porque el paso determinante de la velocidad es la disociación 
del ligando de la proteína en el medio acuoso (Córsico et al., 2005; Falomir-
Lockhart et al., 2006). Los resultados muestran que las velocidades de 
transferencia de los ligandos estudiados no son prácticamente afectadas por la 
presencia de fosfolípidos cargados negativamente (Figura19). Estos resultados 
son coincidentes con observaciones previas para la transferencias de análogos 
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fluorescentes desde LFABP y son los esperados para un mecanismo de 
transferencia “difusional”.  
 
 
Fig 19. Transferencia de ligandos naturales desde LFABP hacia SUV de diferente 
composición. Transferencia desde el complejo preformado Proteina-ligando preparado 
incubando 5 µM AO ó AP con 5 µM L28W, ó 4 µM palmitoil-CoA con 12 µM L28W, ó 4 µM 
oleoil-CoA con 15 µM M74W. La concentración de vesículas aceptoras fue 300 µM. Para 
incrementar la carga negativa, 25 mol % de CL (barras negras) fue incorporado en la 
composición de EPC-SUV. Velocidad de transferencia (promedio ± DS) de cinco o más 
experimentos es mostrada. 
 
Analizando en conjunto estos resultados, se observa que la velocidad de 
transferencia observada para el ácido oleico fue más de doscientas veces más 
rápida que la de su correspondiente análogo fluorescente, 12 AO. Una vez 
más, la interpretación se relaciona con el hecho de que el ácido oleico que se 
está sensando es el que ocupa el sitio de menor afinidad (el más expuesto al 
solvente), mientras que el 12AO podría estar ocupando una posición más 
cercana al sitio de alta afinidad (el menos expuesto al solvente).  
El análisis de la cinética de transferencia del ácido oleico desde LFABP 
hacia membranas fosfolipídicas muestra las características de un mecanismo 
“difusional” como el observado para los análogos fluorescentes (Hsu et al., 
1996; Córsico et al., 2004; Franchini et al., 2008). Tanto el ácido palmítico 
0
10
20
30
40
50
60
V
e
lo
ci
d
ad
 d
e
 tr
an
sf
e
re
n
ci
a 
(s
-1
)
EPC
25 mol% CL-EPC
ácido oleico ácido palmítico palmitoil-CoA oleoil-CoA
Tesis Doctoral  Eduardo De Gerónimo 
89 
 
como el palmitoil-CoA muestran la misma velocidad y mecanismo de 
transferencia que la observada para el oleico. 
Estudios empleando NMR de holo-LFABP sugieren que la proteína 
permite un fácil intercambio del segundo ligando con las moléculas de ácido 
graso libre en la solución sin el requerimiento de una activación colisional (He 
et al., 2007). Por otra parte, mediante estudios de simulación de dinámica 
molecular, se ha visto que la LFABP básica de pollo, que también presenta un 
mecanismo “difusional” de transferencia de ligando, podría establecer contacto 
con la membrana a través del barril por el lado opuesto a la región portal, y que 
esta unión produciría cambios conformacionales en la proteína los cuales, 
probablemente, permitirían la liberación del ligando al entorno acuoso (Villareal 
et al., 2008).  
Por otro parte, el oleoil-CoA muestra un aumento de más de dos veces 
en la velocidad de transferencia. Además, el complejo de Oleoil-CoA unido a la 
proteína parece ser relativamente sensible a la presencia de concentraciones 
crecientes de vesículas zwitteriónicas, lo que podría indicar un mecanismo de 
transferencia distinto al de los otros ligandos estudiados en el presente trabajo 
de tesis. Los estudios de RMN han demostrado una dramática diferencia en la 
conformación entre la apo y holo-LFABP (He et al., 2007). Como se indicó 
anteriormente, el oleoil-CoA muestra el comportamiento más divergente 
comparado con el resto de los ligandos en términos de Kp, velocidad y 
mecanismo de transferencia. Es posible que el muy bajo valor de Kp y la rápida 
velocidad de transferencia puedan ser atribuidas a una conformación más 
expandida adoptada por LFABP cuando está unida a este ligando. Es probable 
que diferentes ligandos induzcan distintos cambios conformacionales, lo que 
afectaría de manera particular la velocidad de transferencia de dicho ligando a 
membranas u otras proteínas.  Con referencia a esta posibilidad, otros autores 
han demostrado que la LFABP cargada con oleoil-CoA estimula la actividad de 
la enzima glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) microsomal, mientras que el 
complejo LFABP-palmitoil-CoA inhibe la actividad de la GPAT (Jolly et al., 
2000). 
Nuestras observaciones en relación a la especificidad de la transferencia 
de ligando también podrían estar conectadas con la función propuesta para 
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LFABP en el núcleo. Se presume que LFABP es capaz de unir y co-transportar 
el ligando unido dentro del núcleo para la interacción directa con receptores 
activadores de la proliferación peroxisomal (PPARs). Ha sido demostrado que 
LFABP interacciona vía contacto físico con los PPARα en el núcleo (Wolfrum et 
al., 2000; Hostetler et al., 2005). Además, el análisis de la distancia 
intermolecular demuestra que LFABP y PPARα son suficientemente cercanas 
para la interacción directa y la transferencia del ligando unido a LFABP hacia 
PPARα (Hostetler et al., 2005). El mecanismo de dicha transferencia no está 
claro todavía, pero de acuerdo a las constantes de afinidad de LFABP y PPARα 
por los ácidos grasos, PPARα preferentemente captaría el ácido graso unido al 
segundo sitio de LFABP (Wolfrum et al., 2000). 
PPARα une ácidos grasos y otros ligandos e induce la expresión de 
genes que codifican para LFABP y genes relacionados a enzimas implicadas 
en el metabolismo de lípidos. Tanto los LCFA saturados como los insaturados 
pueden activar la expresión de genes mediados por los PPARα (Hostetler et al., 
2005), pero solo los LCFA insaturados se unen a PPARα con alta afinidad (Lin 
et al., 1999); mientras que PPARα presenta una alta afinidad por los LCFA-CoA 
saturados e insaturados. Por lo tanto, metabolitos de los LCFA, como los 
LCFA-CoA, pueden representar ligandos endógenos de alta afinidad para los 
PPARs. Además, se ha demostrado que LCFA-CoA puede competir con 
LCFAs por la unión a PPARs y antagonizar la activación transcripcional 
mediada por PPAR (Murakami et al., 2001; Elholm et al., 2001). Por ende, 
LCFA y LCFA-CoA pueden competir por la unión a LFABP. LFABP y PPARα 
interactuarían de manera tal de permitir la transferencia de ligando entre ellas. 
Los resultados aquí presentados demuestran que la transferencia de ligandos 
desde LFABP a distintos aceptores presentaría parámetros cinéticos 
específicos. Se podría proponer que esta característica de LFABP podría 
contribuir a la regulación de la actividad de PPARα.  
En conclusión esta primera parte, empleando ligandos naturales, ha 
permitido comprobar que LFABP es diferente al resto de los miembros de la 
familia en sus características de unión y transferencia de ligandos. También se 
demostró que una única proteína podría emplear diferentes mecanismos 
cinéticos dependiendo del ligando que tenga unido. Esta observación podría 
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estar indicando un mecanismo específico para enviar los ligandos a distintas 
rutas metabólicas, probablemente debido a la gran plasticidad de LFABP, la 
cual podría adoptar distintas conformaciones cuando se une a distintos 
ligandos. Es probable que las características superficiales de las FABPs dicten 
las interacciones específicas con otras proteínas o membranas. Este punto ha 
sido ampliamente caracterizado por nuestro grupo empleando proteínas cuya 
carga superficial ha sido modificada (Córsico et al., 2004; Falomir-Lockhart et 
al., 2006) y comparando los potenciales eléctricos de superficie (Di Pietro et al., 
2003). Es posible que la unión de diferentes ligandos pueda inducir cambios en 
las propiedades de superficie de la LFABP que a su vez pueden generar 
modificaciones en sus características de transferencias.  
Es importante notar que los cambios observados en este sistema 
simplificado, podrían ser potenciados en un entorno celular, donde se espera 
que LFABP interaccione con otras proteínas y diferentes estructuras 
subcelulares para llevar a cabo su función específica.     
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2. Rol  de la región portal de IFABP en la interacción 
con membranas fosfolipídicas 
 
Como ya ha sido mencionado anteriormente, la región α-helicoidal de 
IFABP juega un papel importante en la formación del complejo proteína-
membrana determinante del mecanismo colisional de transferencia de ligandos 
(Corsico et al., 1998; Franchini et al., 2008). La formación de este complejo 
estaría gobernada por el establecimiento de interacciones de tipo iónicas 
constituídas por determinados residuos catiónicos superficiales de la proteína y 
las cargas superficiales negativas de la membrana fosfolipídica (Córsico et al., 
2005; Falomir-Lockhart et al., 2006). Este tipo de interacciones regularía la 
transferencia del ligando desde la IFABP hacia las membranas biológicas y 
podrían dictar los patrones de tráfico intracelular de los FA dentro de la célula. 
Teniendo en cuenta la hipótesis de que la región portal de IFABP es el 
dominio de unión a membranas y con el objetivo de estudiar con mayor 
profundidad  la interacción entre la región portal de IFABP y las membranas 
fosfolipídicas, se construyeron una serie de mutantes puntuales de triptófano 
ubicados estratégicamente en la región portal. Empleando dichos mutantes, y 
por medio de técnicas de fluorescencia, se pudo analizar la profundidad de 
inserción de los triptófanos en vesículas constituidas por fosfolípidos 
brominados en distintas posiciones de la cadena acilada. 
 
 
2.1. Construcción de los mutantes puntuales de triptófano de 
IFABP  
 
Los residuos seleccionados para la inserción de triptófanos forman parte 
de la región portal y fueron Phe17, Leu30, Phe55 e Ile114. También se incluyeron, 
a modo de control, los mutantes puntuales Trp6 y Trp82 (que pertenece al barril-
β). Las mutaciones se introdujeron cambiando una o dos bases en la secuencia 
de cDNA de la IFABP de rata empleando la técnica de megaprimer-PCR (ver 
materiales y métodos). Los oligonucleótidos empleados como primers internos 
se detallan en la Tabla V.  
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Los dos primers externos utilizados complementarios a las secuencias 
del vector que flanquean el sitio de clonado múltiple fueron Primer Externo-1 
(sentido) o P1: 5’-CGGATAACAATTCCCCTCTA-3’; y Primer Externo-4 
(antisentido) o P4: 5’-TTCCTTTCGGGCTTTGTTAG-3’.  
 
Tabla V:  Primers de oligonucleótidos empleados en la mutagénesis sitio 
dirigida 
Mutante IFABP Primer interno (P3) 
W6F-s 5´- TTACCATGGCATTTGATGGCACT TTC 
AAAGTAGACC-3´ 
W82F-as 5´- CTCCATGGT AAA GGTCCCAGT-3´ 
F17W-as 5´-CCCATTTTCTCCAT CCA CTTTTCATAG-3´ 
L30W-as 5´- CATGAGCTCC CCA CTTCCTCTTCAC -3´ 
F55W-as 5´- CATCAATGTTTCG CCA GTTGCTTGA TTC-3´ 
I114W-s 5´- GGTAACGAACTA TGG CAAACCTACAC-3´ 
Primers internos (P3) empleados para construir los mutantes puntuales 
mediante megaprimer-PCR. Las mutaciones están resaltadas en el codón que 
está subrayado.  
 
 
En la Figura 20 se observan distintos productos de PCR intermediarios 
en la construcción de los mutantes puntuales como ejemplo del procedimiento. 
Luego de obtenidos los productos de PCR con los cDNA mutantes, se trataron 
con las enzimas de restricción XbaI y BamHI y se purificaron a partir de un gel 
de agarosa (Figura 21). Luego se ligaron en el vector pET11d, predigerido con 
las mismas enzimas de restricción que los productos de PCR, y purificado 
también a partir de un gel de agarosa. Los plásmidos así obtenidos fueron 
transformados inicialmente en E.coli JM109, se repicaron colonias aisladas y se 
chequeó la presencia del inserto adecuado cortándolos con XbaI y BamHI. La 
presencia de las mutaciones deseadas fue verificada posteriormente por 
secuenciado bidireccional, con primers que hibridan con las secuencias del 
T7Promoter y el T7Terminator del vector. 
   
Tesis Doctoral  Eduardo De Gerónimo 
94 
 
            
 
 
 
 
 
 
 
Fig 20. Obtención de megaprimers. Geles representativos de agarosa 1-1,2% en 
los que se muestran los productos de PCR intermediarios (flechas) en la obtención 
de los mutantes puntual F17W (A), L30W y F55W (B), W82F (C) de IFABP.  
 
 
Fig 21. Obtención de los 
mutantes puntuales de 
IFABP a partir de 
megaprimers-PCR. Geles de 
agarosa 1% en los que se 
muestran los productos de 
PCR finales (flechas) de los 
mutantes puntual W6F y 
W6,82F (A), F17W, L30W, 
F55W y I114W (B) de IFABP.  
 
 
 
 
De este modo se obtuvieron los mutantes puntuales de triptofano de la 
IFABP de rata. Posteriormente a su análisis por secuenciación, las 
construcciones mutantes recombinantes fueron sobrexpresadas en E. coli BL21 
(DE3). Se seleccionaron las colonias que sobreexpresaron las proteínas 
(Figura 22).  
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Fig 22. Sobreexpresión de los cDNAs mutantes de IFABP. Geles representativos de la 
sobreexpresión de distintas colonias de los mutantes W6F (A) y L30W (B) en la cepa de E. 
coli BL21 (DE3). 
 
 
2.2. Control de integridad estructural y funcional de los mutantes 
de triptófanos de IFABP 
 
2.2.1. Espectros de dicroísmo circular 
 
Con la finalidad de evaluar las posibles alteraciones generadas en la 
estructura de IFABP como resultado de las mutaciones introducidas, se 
realizaron mediciones de los espectros de dicroismo circular en el UV lejano de 
las IFABP mutantes en comparación con la proteína nativa.  
El espectro de dicroismo circular de la proteína nativa coincidió en forma 
e intensidad con datos anteriormente publicados (Clérico et al., 2001; Córsico 
et al., 2004) y el característico para todas las FABP en forma y amplitud, con un 
valle a 215 nm, típico de una estructura mayoritariamente beta. También se 
verificó un espectro de CD similar al de la proteína nativa (wtIFABP) para los 
mutantes puntuales de triptófano (Figura 23). Las pequeñas diferencias en 
amplitud observadas para algunos de los mutantes pueden deberse a errores 
en la determinación de las concentraciones empleado para normalizar la señal 
de elipticidad, y no a significativas alteraciones conformacionales.  
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Fig 23. Espectros de dicroísmo circular para los mutantes puntuales de IFABP. Los 
paneles A y B muestran los espectros de CD en el UV lejano de suspensiones 
aproximadamente 40 µM de los mutantes puntuales de IFABP en comparación con el espectro 
de la proteína nativa.  
 
 
2.2.2. Partición de equilibrio de antroiloxi-derivados de ácidos grasos 
 
La determinación de las afinidades relativas del 12AO entre los mutantes 
puntuales y las EPC-SUV también sirve como un parámetro de la integridad del 
sitio de unión de ligandos. El espectro de una titulación fluorimétrica y el ajuste 
de los datos obtenidos (según se detalla en materiales y métodos) para uno de 
los mutantes puntuales de Trp se muestran, a modo de ejemplo, en la Figura 
24. Todos los mutantes mostraron valores similares al de la proteína nativa, 
evidenciando una preferencia del 12AO por las membranas fosfolipídicas 
respecto a las distintas variantes de IFABP (Tabla VI), en concordancia a los 
valores publicados anteriormente (Dipietro et al., 2003). Estos resultados 
muestran que el sitio de unión no ha sufrido alteraciones conformacionales 
significativas y, por lo tanto, son un indicio de que las mutaciones introducidas 
no alteraron la estructura tridimensional. 
 
-10000
-5000
0
5000
10000
195 205 215 225 235 245
El
e
p
ti
ci
d
ad
M
o
la
r 
(g
ra
d
 M
-1
cm
-1
)
Longitud de onda (nm)
wtIFABP
F17W
L30W
F55W
I114W
-10000
-5000
0
5000
10000
195 205 215 225 235 245
El
e
p
ti
ci
d
ad
 m
o
la
r 
(g
ra
d 
M
-1
cm
-1
)
Longitud de onda (nm)
wtIFABP
W6F
W82F
A B
Tesis Doctoral  Eduardo De Gerónimo 
97 
 
 
Fig 24. Determinación de la constante de partición del 12AO entre la proteína y EPC-SUV. 
Titulación fluorométrica del complejo L28W/12AO (A) con cantidades crecientes de EPC-SUV 
conteniendo un 10 mol % de NBD-PC, que actúa como aceptor FRET del grupo antroiloxi. La 
fluorescencia a 450nm se empleó para calcular el Kp como se describió en materiales y 
métodos (B).  
 
               Tabla VI. Constantes de disociación y equilibrio de partición*. 
 
 
Kp (µM SUV/µM 
LFABP) 
W6F 0.06 ± 0.03 
W82F 0.08 ± 0.03 
F17W 0.17 ± 0.09 
L30W 0.16 ± 0.04 
F55W 0.21 ± 0.05 
I114W 0.16 ± 0.07 
wtIFABP 0.13 ± 0.04 
       
*Los datos son el promedio ± desvio estándar de valores obtenidos en tres experimentos   
separados 
 
 
2.2.3. Espectros de emisión de fluorescencia de los mutantes puntuales 
de triptófano de IFABP 
 
El máximo de emisión fluorescente del triptófano es altamente sensible 
al entorno local que lo rodea, específicamente a la polaridad. Este particular 
comportamiento es debido a que el triptófano posee dos transiciones 
isoenergéticas cercanas (llamadas 1La y 
1Lb) (Figura 25).  
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Fig 25. Estados de transición electrónica del 
triptófano. (Lakowicz et al., 2006) 
 
 
 
 
Dependiendo del solvente, la emisión puede ocurrir desde el estado 1La 
o 1Lb. Los solventes polares estabilizan el estado 
1La por la formación de un 
puente de hidrógeno con el grupo imino y el máximo de emisión se observa a 
una longitud de onda cercana a 340nm. En cambio, en un entorno no polar, el 
estado 1Lb adopta menor energía y el máximo se desplaza a longitudes de 
onda menores (Figura 26).  
 
 
Fig 26. Espectros de emisión 
del triptófano en ciclohexano 
y etanol. (Lakowicz et al., 2006) 
 
 
 
 
 
 
 
 
La proteína IFABP salvaje posee dos triptófanos ubicados en las 
posiciones 6 y 82 (Trp6 y Trp82) (Figura 27). Los espectros de emisión 
mostrados por estos triptófanos nos brindan una valiosa información sobre el 
entorno particular en el que se halla cada uno. Las estructuras obtenidas por 
RMN y rayos X (Scapin et al., 1992; Hodson et al., 1997) muestran los distintos 
ambientes en los que se ubican dichos triptófanos. El Trp82 está ubicado 
In
te
n
s
id
a
d
 d
e
 f
lu
o
re
s
c
e
n
c
ia
Longitud de onda (nm)
Tesis Doctoral  Eduardo De Gerónimo 
99 
 
profundamente en el barril-β, rodeado de una matriz altamente hidrofóbica 
formado por una serie de anillos bencilo y cadenas laterales alifáticas. Su 
nitrógeno indólico apunta hacia la cavidad y es parcialmente accesible al 
solvente desde adentro. El resto del anillo se encuentra protegido de la cavidad 
por la Arg106, cuyo grupo guanidinio se ubica paralelo al anillo e interactúa con 
su nube de electrones pi.  
 
Fig 27. Modelos moleculares obtenidos para los mutantes W6F y W82F. Las figuras fueron 
obtenidas por modelado por homología a partir de la estructura cristalográfica de la proteína 
nativa (código pdb 1IFC) empleando el programa Swiss-PdbViewer. El esqueleto peptídico se 
muestra en el formato de cintas (azul) y los residuos de Trp analizados están resaltados en 
rojo. 
 
Por otra parte, el Trp6, si bien es más cercano a la superficie externa de 
la proteína, no es accesible al solvente ya que se encuentra rodeado también 
por grupos bencilos y alifáticos. El nitrógeno indol se encuentra cercano al 
oxígeno de la Phe2, con el cual podría establecer puente de hidrógeno, y del 
amonio de la Lys130, con el cual podría establecer interacciones del tipo de 
Van der Waals. 
   
W6F
Trp 82
W82F
Trp 6
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Fig 28. Espectros de emisión de los triptófanos naturales de IFABP. Espectro de emisión 
de una solución 5µM de los mutantes W6F (Trp82) y W82F (Trp6). Se excitó a 295nm. 
 
 
Ambos triptófanos mostraron máximos de intensidad de emisión 
fluorescente a longitudes de onda esperables para triptófanos ubicados en 
ambientes no polares. El Trp6 mostró un mayor desplazamiento hacia el azul 
(λmax = 320nm) que el Trp82 (λmax = 328nm), probablemente debido a la 
interacción con la porción alifática de la lys130, la cual le provee un entorno 
hidrofóbico y lo hace prácticamente inaccesible al solvente (Figura 28). Esta 
interacción, a su vez, puede ser responsable de la intensidad de emisión más 
débil observada para el Trp6 (Clérico et al., 2001).  
Los mutantes puntuales F17W, L30W, F55W y I114W (Figura 29), cuyos 
Triptófanos se localizan en la región portal, dieron espectros típicos del Trp en 
un ambiente acuoso polar con un máximo de emisión cercano a 340nm. 
Resultado esperable debido a que, como ya se sabe, la región portal es 
totalmente accesible al solvente circundante.  
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Fig 29. Modelos moleculares obtenidos para los mutantes F17W, L30W, F55W e I114W. 
Las figuras fueron obtenidas por minimización de energía empleando el programa Swiss-
PdbViewer a partir de la estructura cristalográfica de la proteína nativa. El esqueleto peptídico 
se muestra en el formato de cintas (azul) y los residuos de Trp analizados están resaltados en 
rojo. 
 
Fig 30. Espectros de emisión normalizados de los mutantes de IFABP. Espectro de 
emisión de una solución 5µM de cada mutante. (λexc = 295nm). 
 
El Trp17, sin embargo, muestra un máximo de emisión (334nm) 
ligeramente desplazado con respecto al observado para el resto de los Trp 
ubicados en la región portal, lo cual indica que vería un entorno ligeramente 
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más hidrofóbico (Figura 30). Esto concuerda con las estructuras obtenidas por 
modelado de minimización de energía (Figura 29) la que muestran que este 
Triptofano podría estar apuntando hacia adentro de la región portal. 
 
 
2.3. Quenching de los mutantes de IFABP con acrilamida 
 
El quenching de residuos de triptófanos con acrilamida es un ensayo 
muy utilizado para analizar el grado de exposición de estos residuos al solvente 
en la proteína (Van Rooijen et al., 2009). Dado que la acrilamida es soluble en 
un medio acuoso, la efectividad del quenching es muy sensible al grado de 
exposición del triptófano al solvente. Por ende, aquellos triptófanos ubicados en 
matrices hidrofóbicas serán menos accesibles a las moléculas de acrilamida y, 
por consiguiente, quencheados con una menor eficiencia que aquellos 
triptófanos expuestos al medio acuoso. Los resultados se analizaron mediante 
el método de Stern-Volmer en el cual la relación de la fluorescencia del Trp en 
ausencia y presencia de acrilamida (Fo/F) se grafica en función de la 
concentración de acrilamida creciente (Figura 31). De la pendiente se obtiene 
la constante de quenching (Ksv). A mayor Ksv observada, más expuesto al 
solvente, y por ende a la acrilamida, está el triptófano analizado. Los mutantes 
de IFABP mostraron las siguientes Ksv (Tabla VII): 
 
 
Tabla VII. Constantes de Stern-Volmer para el quenching de los mutantes con acrilamida. 
 
 
 
W6F 
 
W82F 
 
F17W 
 
L30W 
 
F55W 
 
I114W 
 
wtIFABP 
 
Ksv 
 
2.4 
 
2.7 
 
4.8 
 
8.1 
 
7.0 
 
8.0 
 
2.7 
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Fig 31. Quenching de los mutantes de IFABP con acrilamida. A una solución 1 µM de cada 
uno de los mutantes se le agregó concentración creciente de acrilamida (0 – 0.3 M). Fo/F es la 
relación entre la intensidad de fluorescencia de la proteína en ausencia (Fo) y presencia de 
acrilamida (F). Los datos fueron ajustados con la ecuación de Stern-Volmer para obtener la 
constante de quenching (Ksv). 
 
Los resultados obtenidos dan cuenta de que los residuos de triptófanos 
estudiados se encontrarían en entornos diferentes. Por un lado, los triptófanos 
naturales de IFABP se encuentran poco accesibles al entorno, como se refleja 
en sus Ksv bajos (Tabla VII). El Trp82 (mutante W6F), al estar localizado 
profundamente en el barril-β, es el que más difícilmente es quencheado por la 
acrilamida, confirmando la alta hidrofobicidad presente en la cavidad. En el 
caso del Trp6, su interaccion con la fracción alifática de la Lys130 lo aislaría del 
entorno. Este resultado es coincidente con los espectros de fluorescencia 
obtenidos, los cuales se corresponden con triptófanos ubicados en entornos 
hidrofóbicos. 
Por otro lado, los Trp ubicados en la región portal son los más expuestos 
al solvente. En especial, los Trp en posiciones 30, 55 y 114 se encontrarían 
dispuestos más superficialmente en la proteína según puede verse de sus Ksv. 
El Trp17 presenta una menor accesibilidad a la acrilamida, lo que puede 
corresponderse, como ya fue mencionado anteriormente, a que este residuo se 
orienta hacia el interior de la proteína y no tan superficialmente como el resto. 
Estos resultados también se ven reflejados en los espectros de emisión 
fluorescentes discutidos en el ítem anterior.   
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2.4. Determinación de la profundidad de penetración en 
membranas lipídicas  de los mutantes puntuales de IFABP 
empleando lípidos brominados 
 
El uso de quenching de fluorescencia por moléculas quenchers situadas 
a profundidades discretas dentro de una membrana lipídica es una técnica bien 
conocida y utilizada para determinar la profundidad de inserción de triptófanos 
proteicos situados en dominios de unión a membranas (Abrams and London et 
al., 1992). Uno de los quenchers mas empleados en este tipo de 
determinaciones es el bromo, el cual puede unirse a distintas posiciones en la 
cadena acilada de las fosfotidilcolinas (McIntosh and Holloway et al., 1986). El 
bromo es un quencher colisional de triptófano que interactúa a cortas 
distancias, lo que permite obtener una localización precisa a la que se ubicaría 
el triptófano estudiado en la vesícula lipídica. Otra de las ventajas del empleo 
de bromo como quencher es su pequeño volumen molecular, prácticamente 
igual al de un grupo metilo, que es bien tolerado en las membranas (Markello et 
al., 1985; Everett et al., 1986). El análisis de difracción de rayos X de las 
bromofosfatidilcominas (BrPCs), con bromos ubicados en distintas posiciones 
de la cadena alifática, ha demostrado que el bromo no perturba drásticamente 
el espesor de la bicapa lipídica (McIntosh and Holloway et al., 1986). A su vez, 
este tipo de análisis permitió  determinar la distancia de los átomos de bromo al 
centro de la bicapa, datos empleados posteriormente para determinar la 
profundidad de inserción de los triptófanos mediante el análisis de paralaje 
(Tabla VIII). 
La generación de mutantes puntuales de Triptófano de IFABP nos 
permite determinar de manera directa y precisa la profundidad de inserción de 
la proteína en la bicapa lipídica mediante el análisis de quenching de los 
residuos de Triptófano por vesículas constituidas por lípidos brominados en 
distintas posiciones de la cadena (6,7-BrPC; 9,10-BrPC y 11,12BrPC) (Abrams 
and London et al., 1992).  
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𝒁𝒄𝒇 = 𝑳𝒄𝟏 +  
−𝐥𝐧  
𝑭𝟏
𝑭𝟐
 
𝝅𝐂 
 −  𝑳𝟏𝟐
𝟐 𝟐𝑳𝟏𝟐   
Tabla VIII. Dimensiones de la bicapa y distancia del bromo al centro de la bicapa (McIntosh y 
Holloway, 1986). 
Lípido Espesor de la bicapa (Å) Distancia del bromo al centro 
de la bicapa (Å) 
POPC 49  
6,7-BrPC 49 10.8 
9,10-BrPC 49 8.3 
11,12-BrPC 49 6.3 
POPC, 1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina; BrPC, 1-palmitoil-2 dibromoestearoil-fosfatidilcolina; 6,7-, 9,10- y 
11,12-BrPC, BrPC con los átomos de bromo en la posición designada. 
 
 
Análisis de paralaje para un fluoróforo y un quencher distribuidos en dos 
profundidades diferentes: Como ya fue mencionado en Materiales y 
Métodos, la ubicación de un fluoróforo dentro de la bicapa lipídica puede ser 
estudiada empleando un quencher ubicado a distintas profundidades y por 
medio de la siguiente ecuación:  
 
 
  (11) 
 
 
donde Zcf es la distancia transversal desde el plano del centro de la bicapa al 
plano conteniendo el fluoróforo, F1 es la fluorescencia en presencia del 
quencher mas superficial, F2 es la fluorescencia en presencia del quencher 
mas profundo, C es la concentración del quencher en moléculas de quencher 
por Å2 de membrana (calculada como fracción molar de lípido quencher en total 
lípido/70, asumiendo el área superficial de 70 Å2 por lípido), Lc1 es la distancia 
transversal desde el centro de la bicapa al quencher superficial, y L12 es la 
distancia transversal entre el quencher profundo y el quencher superficial.  
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2.4.1. Mutantes puntuales de triptófano de IFABP versus lípidos 
brominados 
 
Los resultados de quenching de los mutantes de IFABP, en su forma 
apo, con concentraciones crecientes de vesículas brominadas en distintas 
posiciones de la cadena se observan en la Figura 32.  
 
 
Fig 32. Curvas representativas del agregado de vesículas de Br-PC a los mutantes de 
IFABP. Vesículas preparadas con 6,7-BrPC (celeste) o 9,10-BrPC (rojo) o 11,12-BrPC (verde) 
fueron agregadas en concentración creciente a una solución 5 µM de cada uno de los 
mutantes.  
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Los datos de quenching de enfrentar una solución 5 µM de cada mutante 
con 40 µM de las vesículas bromolipídicas se muestran en la Tabla IX y en la 
Figura 33 están representados en un gráfico de barras los datos para los 
mutantes de la región portal. 
 
Tabla IX. Intensidad de fluorescencia de los mutantes en vesículas de bromilípidos. 
 F17W L30W F55W I114W W6F W82F 
 100 100 100 100 100 100 
6,7-BrPC 65 ± 3 78 ± 2 71± 2 86 ± 3 106 ± 5 93 ± 4 
9,10-BrPC 83 ± 6 79 ± 3 81± 3 88 ± 6 102 ± 7 92 ± 3 
11,12-BrPC 82 ± 4 85 ± 3 82± 4 88 ± 4 102 ± 3 94 ± 8 
a
Los valores representan la intensidad de fluorescencia de una solución 5µM de cada mutante con 40µM 
de vesículas bromolipídicas calculada como porcentaje de la fluorescencia de la proteína sola. 
 
b
Los datos son el promedio ± desvio estándar de valores obtenidos en tres experimentos separados. 
 
 
 
Fig 33. Quenching de los mutantes de IFABP por vesículas bromolipídicas. Vesículas 
preparadas con 6,7-BrPC o 9,10-BrPC o 11,12-BrPC fueron agregadas en concentración 
creciente 40 µM a una solución 5 µM de cada uno de los mutantes. El análisis de varianza de 
Fisher fue usado para comparar si los valores de los conjuntos de datos numéricos obtenidos 
para los distintos bromolípidos son significativamente diferentes. 
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La distancia de los triptófanos de cada uno de los mutantes puntuales al 
centro de la bicapa lipídica (Zcf) fue calculada con la ecuación 11, obteniéndose 
los siguientes valores (Tabla X): 
 
Tabla X. Distancia de los triptófanos al centro de la bicapa. 
Mutante IFABP Distancia al centro de la bicapa (Å) 
F17W 9.33 ± 0.03 
L30W 9.08 ± 0.02 
F55W 9.29 ± 0.04 
a
Los datos son el promedio ± desvio estándar de valores obtenidos en tres 
experimentos separados. 
 
 
En primera instancia, los resultados de la interacción de los mutantes de 
triptófano con vesículas brominadas muestran claramente una interacción de la 
proteína con membranas fosfolipídicas, y que dicha interaccion estaría  
mediada por la región α-helicoidal de la proteína. Además parecen indicar que 
dicha interacción no se daría simplemente a nivel superficial sino que la 
proteína penetraría parcialmente en la membrana. 
Los resultados mostrados en las Figuras 32 y 33 y en la Tabla IX 
aportan valiosa información acerca de la interacción de cada residuo estudiado 
con las membranas bromolipídicas. Por un lado, se observa que los triptófanos 
insertados en las posiciones 17 (perteneciente a la hélice α-I) y 55 (del β-turn) 
son fuertemente quencheados por el 6,7-BrPC en comparación con los otros 
bromolípidos. Este quenching selectivo significa que los mencionados residuos 
se ubican dentro de la bicapa en las inmediaciones del bromo unido en las 
posiciones 6-7 de la fosfatidilcolina, a profundidades equiparables. Por otro 
lado, el triptófano de la posición 30 (perteneciente a la hélice α-II) es 
quencheado en igual medida por el 6,7-BrPC y por el 9,10-BrPC, y en menor 
magnitud por el 11,12-BrPC. Este resultado indicaría que el triptófano de este 
mutante estaría localizado dentro de la bicapa en una profundidad intermedia 
entre los bromos más superficiales (6,7-BrPC) y los centrales (9,10-BrPC). La 
intensidad de quenching observada para el mutante L30W es menor 
comparada a la que sufren los mutantes F17W y F55W, este hecho 
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posiblemente sea debido a la distancia a la que estarían los triptófanos de cada 
mutante al bromo quencher, ya que la efectividad del quenching es muy 
sensible a la distancia y depende fuertemente de esta. Por ende, los triptófanos 
17 y 55 estarían localizados muy próximos a los bromos de 6,7-BrPC mientras 
que el triptófano 30, al mostrar igual quencheo por 6,7-BrPC y 9,10-BrPC, se 
encontraría ubicado entre estos en una posición equidistante de ambos. 
Los resultados obtenidos para los triptófanos naturales de IFABP, 
posiciones 6 y 82, y el triptófano insertado en la posición 114 no muestran un 
quenching significativo por ninguno de los bromolipidos en particular, lo que 
llevaría a pensar que estos residuos no interactuarían con la fase lipídica en el 
complejo proteína-membrana. Este resultado es esperable debido a que el 
triptófano 82 (mutante W6F) se encuentra orientado hacia el interior de la 
cavidad beta y no formaría parte del dominio de unión a membrana. En el 
mismo sentido, el triptófano 6 (mutante W82F) también se halla relativamente 
lejos de la región α-helicoidal, manteniéndose en la fase acuosa durante la 
interacción de la proteína con la membrana. 
La distancia al centro de la bicapa calculada para los residuos de 
triptófano que interactúan con los bromolípidos (Tabla X) brinda información 
acerca de la relativa profundidad a la cual estaría localizado cada uno de ellos 
dentro de la vesícula fosfolipídica. Estos cálculos muestran que, efectivamente, 
el Trp30 es el que se acomodaría a mayor profundidad en la membrana, 
mientras que los Trp17 y Trp55 se ubicarían más superficialmente, ambos a 
profundidades equiparables. Estudios realizados con mutantes puntuales de 
triptófano de la proteína integral de membrana Citocromo b5 (Ladokhin et al., 
1991) y bromolípidos, han mostrado distancias al centro de la bicapa de 2.5 Å y 
4.5 Å, dependiendo de la posición analizada. La mayor profundidad observada 
para esta proteína con respecto a IFABP se debería a que el citocromo está 
inmerso en la membrana mientras que IFABP interactuaría más 
superficialmente con la misma. 
Los resultados presentes confirman que la proteína interactua con 
membranas fosfolipídicas a través de la región portal y muestran, por primera 
vez, que esta interacción no es simplemente un contacto superficial, sino que 
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existe una penetración de la IFABP en la fase lipídica. Asimismo, se ha 
demostrando la importancia de la hélice α-II en esta interacción.  
 
 
2.4.2. Efecto de la carga superficial de las membranas 
 
Trabajos previos de nuestro laboratorio han mostrado que las 
interacciones electrostáticas entre una proteína y la superficie de una 
membrana lipídica se ven afectadas por la carga superficial de la vesícula y por 
la fuerza iónica del medio circundante. Para determinar si estos factores 
afectan la interacción proteína-membrana se realizaron los mismos ensayos 
modificando la carga negativa superficial de las vesículas y la concentración 
salina del medio. Para incrementar la carga neta negativa de las vesículas 
fosfolipídicas se agregó un 25% de cardiolipina en su composición. La 
cardiolipina es un fosfolípido singular con una estructura dimérica, ya que su 
composición consta de cuatro cadenas aciladas y dos cargas negativas. En 
células eucariotas está localizada exclusivamente en mitocondrias, con 
aproximadamente un cuarto de su totalidad ubicado en la membrana 
mitocondrial externa, donde interactuaría con proteínas citoplasmáticas 
(Hovious et al., 1990). Los mutantes de triptófano se enfrentaron con las 
vesículas de CL y se empleó como control de membranas zwitteriónicas 
vesículas constituídas por 25%EPC-75%BrPC, de modo de mantener 
constante la relación entre lípidos brominados y no brominados con respecto a 
las vesículas con CL (Figura 34) (Cheruku et al., 2006). 
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Fig 34. Efecto de la carga superficial de la vesícula en la interacción con los diferentes 
mutantes de IFABP. Vesículas preparadas con 25%EPC ó 25%CL y 75% BrPC con el bromo 
en la posición 6,7 (celeste), 9,10 (rojo) ó 11,12 (verde). Las vesículas fueron agregadas en 
concentración creciente a una solución 5 µM de cada uno de los mutantes. 
 
 
 
 
Fig 35. Efecto de la carga superficial de la vesícula sobre la fluorescencia del mutante 
I114W. Quenching de la fluorescencia del mutante I114W por vesículas bromolipídicas 
zwitteriónicas (barras azules) o cargadas (barras naranjas). El análisis de varianza de Fisher 
fue usado para comparar si los valores de los conjuntos de datos numéricos obtenidos al 
enfrentar el mutante con vesículas bromolipídicas, son significativamente diferentes entre sí. 
 
 
Los valores hallados para la distancia de los Triptófanos de cada 
mutante de IFABP al centro de la bicapa de las vesículas neutras o cargadas 
fueron los siguientes (Tabla XI): 
 
Tabla XI. Distancia de los triptófanos al centro de la bicapa. 
Mutante IFABP 
 Distancia al centro de la bicapa (Å) 
          25%EPC-75%BrPC                     25%CL-75%BrPC          
F17W 9.11 ± 0.03 9.01 ± 0.03 
L30W 9.03 ± 0.02 8.92 ± 0.03 
F55W 9.06 ± 0.04 9.13 ± 0.03 
I114W 9.16 ± 0.02 8.92 ± 0.01 
a
Los datos son el promedio ± desvio estándar de valores obtenidos en tres experimentos separados. 
 
 
Por un lado, se ve que el agregado de un 25% EPC en las vesículas 
zwitteriónicas modifica la penetración de los residuos de triptófano estudiados 
comparados con vesículas constituídas por 100%BrPC, como puede verse de 
las tablas X y XI. En general, se vé una mayor inserción de estos en la bicapa. 
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Este fenómeno es mayormente observado para el mutante I114W (Figura 35), 
el cual pareciera no interactuar con vesículas 100%BrPC pero, al emplear 
vesículas 25%EPC-75%BrPC, se pudo ver una mayor interaccion con el 6,7-
BrPC respecto al resto y calcular una distancia al centro de la bicapa. Este 
comportamiento podría estar relacionado a un cambio en la fluidez de la 
membrana producto de la variación en la composición, lo que afectaría la 
interacion proteína-vesícula. 
El aumento en la carga superficial negativa de la membrana afecta la 
penetración de cada triptófano en la bicapa. Por un lado, se ve una mayor 
inserción de los residuos 17, 30 y 114 en las vesículas acídicas con respecto a 
las observadas para las zwiteriónicas (25%EPC-75%BrPC), lo cual estaría de 
acuerdo a la importancia que desempeñarían las fuerzas electrostáticas en la 
interacción proteína-membrana. Llamativamente, el residuo 55 presenta un 
comportamiento totalmente inverso, alejándose del centro de la bicapa con el 
aumento de la carga negativa superficial. El particular comportamiento de los 
distintos residuos de triptófano podría deberse a que, el aumento en la carga 
superficial negativa de la bicapa lipídica, podría conllevar a un cambio en la 
orientación con que la proteína interactuaría dentro de la membrana por el 
incremento del número de interacciones electrostáticas. También, el 
incremento en la carga superficial de la vesicula podría ocasionar cambios en 
la conformacion que la proteína adoptadaría dentro de la región hidrofóbica de 
la bicapa lipídica. Esto puede deberse a que la proteína sufriría un cambio 
conformacional al interactuar con membranas fosfolípidicas y que, dicho 
cambio, se vería afectado por el aumento de la carga superficial de la vesícula. 
 
 
2.4.3. Efecto de la fuerza iónica 
 
El incremento en la fuerza iónica del medio debilita drasticamente las 
interacciones de tipo electrostáticas debido a que los iones apantallan las 
cargas superficiales positivas de la proteína y las negativas de la membrana. 
Para analizar como influye la fuerza iónica del medio en la interacción proteína-
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membrana, se realizó el ensayo a distintas concentraciones de cloruro de sodio 
(100, 500, 750 y 1000 mM) (Figura 36). 
 
  
 
Los resultados obtenidos muestran claramente que el aumento en la 
concentración salina afecta notablemente la interacción  de la proteína con las 
vesículas. Por lo tanto, se evidencia que las fuerzas electrostáticas estarían 
desempeñando un rol fundamental en la interacción de la IFABP con 
membranas fosfolipídicas. 
 
Analizando en conjunto los resultados obtenidos indican que la región 
portal, en particular la hélice α-II, es el dominio de unión a membranas 
fosfolipídicas. Estos resultados son consistentes con trabajos previos 
realizados en nuestro laboratorio empleando otros métodos en los cuales se ha 
postulado la hipótesis de la región α-helcoidal como dominio de unión a 
membrana. En los primeros estudios, se empleó una variante estructural de 
IFABP carente de la región α-helcoidal, HL-IFABP, la cual permitió estudiar el 
rol crítico del dominio helicoidal en el mecanismo de transferencia del ligando y 
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Fig 36. Efecto de la fuerza iónica en el 
agregado de vesículas de Br-PC a los 
mutantes de IFABP. Titulación de L30W 
con vesículas 6,7-BrPC ó 9,10-BrPC y 
F17W con 6,7-BrPC a distintas 
concentraciones de ClNa. 
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su interacción con membranas (Córsico et al., 1998). Se demostró que este 
mutante, a pesar de perder las α-hélices, presenta una estructura secundaria 
de hoja β plegada estable y mantiene la capacidad de unir ácidos grasos. Se 
vió que la ausencia del dominio α-helicoidal altera drásticamente el mecanismo 
de transferencia de AOFA desde IFABP hacia vesículas de diferente 
composición (Córsico et al., 1998). Por otra parte, empleando un ensayo de 
competencia con citocromo c, se observó una disminución del 80% por parte 
de HL-IFABP en la prevención de la unión del citocromo c a membranas en 
comparación con IFABP (Córsico et al., 1998). Experimentos de 
fotocrosslinking seguido de proteólisis han demostrado una mayor interacción 
del péptido conteniendo la región α-helicoidal de IFABP (Falomir-Lockhart et 
al., 2011). Estos estudios constituyen la base sobre la cual se desarrollo la 
hipótesis acerca de la importancia de la región α-helicoidal en la formación del 
complejo proteína-membrana y postular un mecanismo de interacción de 
IFABP con membranas desarrollado en distintas etapas. La interacción inicial 
entre la proteína y membrana estaría seguida de una transición conformacional 
de la proteína desde un estado cerrado a un equilibrio de estados abiertos, en 
tercera instancia el ácido graso se disociaría de la proteína para finalmente 
incorporarse en la membrana (Hodson et al., 1997; Córsico et al., 1998; Falomir 
et al., 2006). 
Para profundizar aún más en la función que tendría la región α-helicoidal 
en las características colisionales de IFABP, en nuestro laboratorio se 
construyeron un par de proteínas quiméricas por intercambio del dominio α-
helicoidal completo entre I- y LFABP (αLβIFABP y αIβLFABP). El mecanismo 
de transferencia mostrados por cada una de las proteínas quiméricas mostró 
una marcada dependencia con respecto a sus respectivas regiones 
helicoidales, demostrando que la región α-helicoidal es responsable de los 
distintos mecanismos de transferencia mostrados por cada FABP (Córsico et 
al., 2004).  
Por otra parte, los resultados aquí presentados han permitido demostrar 
la importancia de las interacciones electrostácticas en la formación del 
complejo proteína-membrana al observarse una mayor penetración de los 
residuos de la hélice-αII de IFABP en vesículas conteniendo CL. Esto puede 
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ser atribuido a la mayor proporción de cargas negativas, y por ende un 
incremento en las interacciones electrostáticas con los residuos positivos en la 
superficie de la proteína. Como ha sido ampliamente discutido, los residuos 
catiónicos de superficie de IFABP juegan un rol fundamental en la formación de 
interacciones iónicas con membranas fosfolipídicas; el mismo efecto es 
observado en aquellos miembros de la familia que también presentan un 
mecanismo de transferencia de tipo colisional. Las FABP “colisionales” 
presentan una topología de potenciales electrostáticos de superficie muy 
similar entre sí; en las mismas se observa un potencial neto positivo en la 
región α-helicoidal, lo cual fortalece la hipótesis de la importancia de dicho 
dominio en la interacción con membranas (LiCata et al., 1998). En nuestro 
laboratorio se analizó la importancia de los residuos con carga positiva (Lys16, 
Lys20, Lys27, Arg28 y Lys29) de la región α-helicoidal de IFABP en la interacción 
iónica con la membrana (Falomir-Lockhart et al., 2006). Estos resultados 
resaltaron la importancia de las interacciones electrostáticas entre la α -II y las 
membranas fosfolipídicas, y sugieren que la cara cargada de la hélice α -II es 
crítica para la interacción con las vesículas. Asimismo, estos resultados apoyan 
la hipótesis de Cistola y colaboradores con respecto a la existencia de un 
dominio portal que sufre un cambio conformacional a lo largo de la liberación 
del ligando (Hodsdon et al., 1997 (a)). En concordancia con dicha hipótesis, los 
resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis parecen indicar que la 
IFABP sufriría un cambio conformacional al interactuar con membranas y que, 
dicho cambio, sería dependiente de la carga superficial de la membrana. En 
estos cambios conformacionales estarían involucradas tanto interacciones 
iónicas como hidrofóbicas (Córsico et al., 2005; Falomir-Lockhart et al., 2006). 
El primer contacto de la proteína con la superficie de la bicapa estaría 
gobernado por interacciones de naturaleza electrostática, como han 
demostrado los experimentos a alta fuerza iónica, seguido por una inserción de 
la proteína en la fase lipídica dirigida por interacciones hidrofóbicas, como han 
demostrado los experimentos empleando lipídos zwitteriónicos.  
Con el objetivo de estudiar la importancia de las interacciones 
hidrofóbicas, en nuestro laboratorio se estudió el efecto de la neutralización de 
los residuos de Lys de IFABP mediante una acetilación completa de los 
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mismos (Córsico et al., 2005). Estos estudios muestran que las interacciones 
electrostáticas juegan un rol importante en la velocidad de transferencia del 
ácido graso desde IFABP hacia membranas aceptoras y que las interacciones 
hidrofóbicas también participan en dicho proceso. En ausencia completa de los 
residuos superficiales de lisina cargados positivamente, las interacciones 
hidrofóbicas son suficientes para formar el complejo colisional proteína-
membrana con fosfolípidos neutros. 
En conjunto, nuestros resultados sugieren que las interacciones de 
carácter iónico serían cruciales en el primer contacto de la proteína a la bicapa, 
seguida luego por interacciones hidrofóbicas mediante las cuales la hélice se 
introduciría en la fase lipídica.  
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Conclusiones 
 
Empleando ligandos naturales hemos confirmado que LFABP presenta 
un comportamiento diferente en sus propiedades de unión y transferencia, en 
comparación con el resto de los miembros de la familia. También hemos 
demostrado que una misma proteína podría emplear distintos mecanismos 
cinéticos dependiendo del ligando que tiene unido. Esto podría indicar que 
LFABP adquiere diferentes conformaciones cuando se une a distintos ligandos 
y que, estas variaciones conformacionales, inducirían cambios en las 
propiedades superficiales de la proteína modificando las características de 
transferencia. Esta propiedad podría indicar que LFABP tiene mecanismos 
específicos para orientar ligandos a distintos destinos metabólicos. El empleo 
de este tipo de metodología al análisis de las propiedades de unión y 
transferencia de ligandos naturales desde IFABP podría aportar en el futuro 
informaciónque resulte de gran utilidad para profundizar el análisis de las 
propiedades específicas de IFABP, así como de las posibles diferencias entre I- 
y LFABP en sus funciones en el enterocito. 
Por otra parte, hemos demostrado la importancia de la región portal en la 
interacción física de IFABP con membranas fosfolipídicas. Previamente, 
mediante ensayos con variantes estructurales (mutantes puntuales, quimeras y 
variantes truncadas como la HL-IFABP), se han reconocido los determinantes 
estructurales responsables de sus características funcionales. El presente 
trabajo aporta nuevas evidencias que indican que la región portal, y sobre todo 
la región α–helicoidal, serían determinantes en el establecimiento del complejo 
entre la proteína y la membrana. Tanto la carga superficial de la vesícula como 
la fuerza iónica del medio afectarían la interacción de IFABP con membranas, 
lo que sugiere que las fuerzas electrostáticas serían fundamentales en el 
primer acercamiento de la proteína a la superficie de las vesículas. Más aún, el 
presente trabajo ha permitido analizar en forma directa el grado de penetración 
en la membrana de diferentes regiones de la proteína. En un futuro, estudios 
equivalentes con LFABP permitirán profundizar el análisis de las características 
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estructurales subyacentes a las diferencias funcionales que presentan estas 
proteínas entre sí. 
Es probable que tanto LFABP como IFABP cumplan un rol de 
direccionamiento de los FA a distintos destinos metabólicos específicos o 
estructuras membranosas subcelulares, como por ejemplo peroxisomas y 
mitocondrias. Desde el punto de vista de nuestros aportes a la resolución de 
esta incógnita, es importante tener en cuenta las limitaciones de los estudios in 
vitro realizados, y considerar que en el entorno celular la interacción con otras 
proteínas podría también tener un rol central sobre el transporte y el destino de 
los FA, además de la composición lipídica característica de cada 
compartimento subcelular. 
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